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RIASSUNTO	  
	  
Introduzione:	   Le	  discrasie	  plasmacellulari	   sono	  un	   gruppo	  di	   patologie	   caratterizzate	  
dalla	   proliferazione	   incontrollata	   di	   un	   clone	   plasmacellulare	   che	   produce	   una	  
immunoglobulina	   intera	   	   o	   parte	   di	   essa.	   Tra	   queste	   sono	   presenti	   patologie	  
francamente	   neoplastiche	   come	   il	   mieloma	   multiplo,	   ma	   anche	   la	   più	   diffusa	  
gammopatia	   monoclonale	   di	   incerto	   significato,	   che	   viene	   ritenuta	   una	   condizione	  
benigna,	  ma	  con	  una	  propensione	  alla	  trasformazione	  in	  neoplasia.	  Inoltre	  è	  compreso	  
in	   questo	   gruppo	   anche	   l’amiloidosi	   AL,	   patologia	   multiorgano	   relativamente	   rara,	  
molto	  insidiosa	  e	  di	  per	  sé	  compresa	  in	  un	  gruppo	  più	  ampio	  dove	  si	  riscontrano	  però	  
diversi	   meccanismi	   patogenetici.	   Il	   termine	   amiloidosi	   infatti	   fa	   riferimento	   a	   un	  
gruppo	   eterogeneo	   di	   patologie	   acquisite	   o	   ereditarie,	   localizzate	   o	   sistemiche,	  
caratterizzate	   dalla	   deposizione	   extracellulare	   di	   proteine	   fibrillari	   insolubili,	   con	  
secondaria	   alterazione	   dell’architettura	   e	   della	   funzione	   dei	   tessuti	   coinvolti.	  
L’amiloide	   deriva	   dall’assemblarsi	   di	   precursori	   proteici	   anomali	   che	   assumono	   una	  
struttura	  secondaria	  a	  foglietto	  β	  ripiegato	  e	  formano	  depositi	  fibrillari	  in	  associazione	  
con	  altre	  sostanze	  di	  natura	  non	  proteica.	  Nell’amiloidosi	  AL	   la	  proteina	  precursore	  è	  
costituita	   da	   catene	   leggere	   libere	   (FLC)	   delle	   immunoglobuline.	   È	   ancora	   oscuro	   il	  
motivo	   per	   cui	   alcune	   catene	   leggere	   possono	   aggregarsi	   e	   dar	   luogo	   a	   depositi	   di	  
amiloide	  ed	  altre	  no.	   Lo	   scopo	  del	  nostro	   studio	  è	  quello	  di	   tentare	  di	   caratterizzare	  
biochimicamente	   le	   catene	   leggere	   libere	   kappa	   e	   lambda	   nei	   pazienti	   con	   discrasie	  
plasmacellulari	  per	  individuare	  il	  loro	  potenziale	  amiloidogenico.	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Materiali	   e	  Metodi:	   Abbiamo	  dapprima	   estratto	   i	   dati	   relativi	   ai	   soggetti	   che	   hanno	  
eseguito	   il	   dosaggio	   delle	   catene	   leggere	   libere	   nel	   Laboratorio	   di	   Patologia	   Clinica	  
dell’AOUP	   dal	   1	   Agosto	   2009	   al	   31	   Dicembre	   2014,	   operando	   su	   di	   essi	   una	   analisi	  
descrittiva	  ed	  estraendo	  i	  dati	  relativi	  a	  pazienti	  con	  amiloidosi	  AL	  accertata.	  Abbiamo	  
poi	   impostato	  un	  percorso	  di	  caratterizzazione	  biochimica	  delle	  FLC.	  La	  separazione	  e	  
caratterizzazione	   delle	   catene	   leggere	   libere	   di	   campioni	   di	   pazienti	   con	   discrasia	  
plasmacellulare	  è	  stata	  effettuata	  mediante	  cromatografia	  per	  esclusione	  molecolare,	  
tecnica	   che	   consente	   di	   separare	   le	   proteine	   presenti	   in	   un	   campione	   in	   base	   alla	  
massa	  molecolare.	  Dalla	  cromatografia	  sono	  state	  raccolte	  delle	  frazioni	  di	  eluato	  sulle	  
quali	   è	   stata	   eseguita	   la	   determinazione	   delle	   catene	   leggere	   libere	   mediante	  
nefelometria.	  
Risultati:	   L’analisi	   dei	   dati	   è	   stata	   compiuta	   su	   2303	   determinazioni	   di	   FLC.	   La	  
cromatografia	   e	   il	   dosaggio	   nelle	   frazioni	   delle	   catene	   leggere	   su	   nefelometro	   con	  
diversi	   tipi	   di	   antisieri	   ci	   ha	   consentito	   di	   trarre	   alcune	   considerazioni	   sulla	   base	   del	  
riscontro	  di	  frazioni	  reattive	  di	  diverso	  peso	  molecolare.	  
Conclusioni:	   Con	   questo	   studio	   preliminare	   abbiamo	   iniziato	   un	   percorso	   di	  
caratterizzazione	   biochimica	   delle	   catene	   leggere	   libere	   che	   abbiamo	   intenzione	   di	  
applicare	  ai	  campioni	  di	  pazienti	  con	  amiloidosi	  AL,	  dal	  momento	  che	  l’identificazione	  
di	   caratteristiche	   proprie	   di	   catene	   leggere	   amiloidogeniche	   può	   permettere	   di	  
identificare	   precocemente	   i	   pazienti	   predisposti	   a	   sviluppare	   amiloidosi	   per	   poter	  
quindi	  intraprendere	  una	  terapia	  più	  efficace.	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INTRODUZIONE	  
Discrasie	  plasmacellulari	  
La	  caratteristica	  comune	  di	  questo	  gruppo	  di	  malattie	  è	  la	  proliferazione	  di	  un	  clone	  di	  
plasmacellule	  che	  sintetizza	  ed	  secerne	  molte	  copie	  di	  una	  stessa	  immunoglobulina	  o	  
di	   suoi	   frammenti.	   In	   molti	   casi	   (ma	   non	   in	   tutti),	   queste	   proliferazioni	   hanno	   un	  
comportamento	  maligno.	  Così	  come	  accade	  per	  le	  plasmacellule	  normali,	  anche	  per	  le	  
plasmacellule	   neoplastiche	   la	   produzione	   e	   l’accoppiamento	   delle	   catene	   pesante	   e	  
leggera	  sono	  leggermente	  sbilanciate,	  sintetizzando	  le	  catene	  leggere	  in	  lieve	  eccesso,	  
insieme	  alle	  immunoglobuline	  complete.	  
Molte	  sono	   le	  malattie	  che	  sono	   inquadrabili	   in	  questa	  categoria	   (Rajkumar	  SV	  et	  al,	  
2006).	  	  Tra	  le	  più	  frequenti	  si	  annoverano	  le	  seguenti:	  
-­‐	  Mieloma	  multiplo	  (e	  plasmocitoma	  solitario)	  
-­‐	  Macroglobulinemia	  di	  Waldenström	  
-­‐	  Gammopatie	  monoclonali	  di	  significato	  indeterminato	  
-­‐	  Amiloidosi	  AL	  	  
Dopo	   una	   breve	   descrizione	   delle	   prime,	   procederemo	   ad	   una	   più	   approfondita	  
descrizione	  dell’amiloidosi,	  poiché	  è	  su	  questa	  tipologia	  di	  pazienti	  che	  si	  è	  concentrato	  
l’interesse	  che	  ci	  ha	  portato	  a	  sviluppare	  il	  presente	  studio.	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Mieloma	  Multiplo	  
Il	  mieloma	  multiplo	   (MM)	   è	   un	   tipo	   di	   tumore	   che	   origina	   dalla	   proliferazione	   di	   un	  
singolo	   clone	   di	   plasmacellule	   che	   prolifera	   entro	   il	  midollo	   osseo,	   caratterizzato	   da	  
interessamento	  dello	  scheletro	  in	  sedi	  multiple.	  
È	   caratterizzato	   da	   infiltrazione	   midollare	   di	   plasmacellule	   che	   alla	   biopsia	  
osteomidollare	   si	   ritrovano	   solitamente	   in	   percentuale	   superiore	   al	   10%	   e	   dalla	  
produzione,	   nella	   gran	   parte	   dei	   casi	   dei	   casi,	   di	   elevati	   livelli	   di	   componente	  
monoclonale	  che	  si	  rende	  visibile	  nel	  protidogramma	  come	  un	  picco	  a	  base	  ristretta.	  Di	  
solito	  la	  componente	  monoclonale	  dopo	  la	  separazione	  elettroforetica	  si	  localizza	  nella	  
zona	   delle	   gammaglobuline,	   ma	   talvolta	   la	   si	   può	   ritrovare	   nella	   zona	   delle	   beta	  
globuline.	  
	  
Proliferazione	   neoplastica	   di	   plasmacellule	   nel	   midollo	   di	   un	   paziente	   affetto	   da	  
mieloma	  multiplo.	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La	  malattia	  ha	  una	  localizzazione	  prevalentemente	  ossea,	  con	  foci	  di	  proliferazione	  in	  
più	  sedi	  (“multiplo”),	  ma	  può	  interessare	  anche	  linfonodi	  e	  sedi	  extralinfonodali.	  La	  sua	  
incidenza	  è	  più	  alta	  negli	  uomini,	  ha	  una	  maggiore	  prevalenza	  nelle	  persone	  anziane	  ed	  
nelle	   persone	   d’origine	   africana.	   L’eziologia	   del	   mieloma	   multiplo	   è	   in	   gran	   parte	  
sconosciuta.	   L’incidenza	   delle	   forme	   di	   mieloma	   multiplo	   aumenta	   in	   maniera	  
significativa	  	  nei	  soggetti	  esposti	  a	  radiazioni	  ionizzanti	  o	  a	  sostanze	  chimiche	  (benzene,	  
asbesto),	   ma	   si	   ammette	   che	   fattori	   genetici,	   familiari,	   ripetute	   stimolazioni	  
antigeniche	   e	   ipotetici	   agenti	   virali	   possano	   rappresentare	   concause	   nell’insorgenza	  
del	  mieloma	  multiplo.	  Oltre	  a	  produrre	  la	  componente	  monoclonale,	   le	  plasmacellule	  
mielomatose	  rilasciano	  una	  grande	  quantità	  di	  citochine,	  che	  possono	  determinare	  la	  
distruzione	   dell’osso	   che	   va	   incontro	   ad	   osteolisi	   là	   dove	   cresce	   il	   clone,	   e	   possono	  
interferire	   con	   la	   normale	   produzione	   di	   cellule	   del	   midollo	   osseo	   con	   conseguente	  
anemia.	   L’impegno	   renale	   è	   un’altra	   caratteristica	   di	   tali	   pazienti	   e	   può	   avere	  	  
molteplici	  cause	  tra	  le	  quali	  la	  sofferenza	  da	  sovraccarico	  di	  catene	  leggere	  filtrate	  dal	  
parenchima	  renale	  ,	  così	  come	  l’ipercalcemia	  dovuta	  all’osteolisi.	  
	  Nella	  gran	  parte	  dei	  pazienti	   con	  mieloma	  multiplo,	   le	  analisi	  di	   laboratorio	   rivelano	  
aumentati	   livelli	   di	   una	   classe	   di	   immunoglobuline	   nel	   sangue	   e,	   più	   tardivamente,	  
compaiono	   catene	   leggere	   libere	   nelle	   urine	   (proteine	   di	   Bence	   Jones).	   Le	  
immunoglobuline	   monoclonali	   sono	   abitualmente	   evidenziate	   prima	   come	   “picco”	  
anomalo	   all’elettroforesi	   sierica,	   delle	   quali	   viene	   confermata	   la	   monoclonalità	   con	  
l’immunofissazione.	  La	  maggior	  parte	  di	  mielomi	  è	  associata	  a	  un	   livello	  di	   Ig	  sieriche	  
maggiore	   di	   3	   g/dl.	   La	   più	   comune	   immunoglobulina	   sierica	  monoclonale	   è	   di	   classe	  
IgG,	  ma	  abbastanza	  frequenti	  sono	  anche	  quelle	  di	  classe	  IgA	  e	  più	  raramente	  IgM.	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Mieloma	  Solitario	  
Circa	  3-­‐5%	  delle	  neoplasie	  plasmacellulari	  si	  presenta	  sotto	  forma	  di	  lesioni	  isolate	  che	  
possono	   interessare	   l’osso	   o	   le	   parti	   molli.	   I	   plasmocitomi	   di	   questo	   tipo	   non	   sono	  
generalmente	  caratterizzati	  da	  un	  picco	  sierico	  di	  immunoglobuline;	  solo	  in	  alcuni	  casi	  
il	   plasmocitoma	   solitario	   produce	   una	   componente	   monoclonale	   ben	   visibile	   nel	  
protidogramma.	  Inoltre	  anche	  la	  percentuale	  di	  plasmacellule	  midollari	  spesso	  è	  nella	  
norma.	   La	   diagnosi	   viene	   posta	   sull’evidenza	   radiologica	   di	   una	   lesione	   osteolitica	  
ossea	   isolata	   (plasmocitoma	   solitario	   dell’osso)	   o	   sull’osservazione	   alla	   TAC	  
(tomografia	   computerizzata)	   di	   una	   massa	   viscerale.	   La	   diagnosi	   conclusiva	   risiede	  
nella	   dimostrazione	   di	   un	   infiltrato	   plasmacellulare	   nel	   tessuto	   opportunamente	  
prelevato	  mediante	  biopsia	  chirurgica.	  	  
La	   progressione	   a	  mieloma	  multiplo	   è	   comune	   nei	   pazienti	   con	   plasmocitoma	   osseo	  
solitario	  mentre	   i	   plasmocitomi	   extra	   ossei	   danno	   disseminazione	   solo	   in	   una	   bassa	  
percentuale	  di	  pazienti.	  
Macroglobulinemia	  Di	  Waldenström	  
La	  macroglobulinemia	  di	  Waldenström	  è	  una	  sindrome	  caratterizzata	  dalla	  produzione	  
di	  elevati	  livelli	  di	  IgM	  monoclonale	  che	  causa	  iperviscosità	  sanguigna	  a	  causa	  delle	  sue	  
grandi	  dimensioni.	   Si	  osserva	   talvolta	  negli	  adulti	   con	   linfoma	   linfoplasmocitico,	  però	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essa	   può	   anche	   presentarsi	   in	   associazione	   a	   tumori	   morfologicamente	   simili	   a	   una	  
leucemia	  linfocitica	  cronica.	  	  
	  
Gammopatia	  Monoclonale	  di	  Significato	  Indeterminato	  (MGUS)	  	  	  
La	  MGUS	  è	  la	  più	  comune	  gammopatia	  monoclonale	  (Berenson	  JR	  et	  Al	  2010)	  interessa	  
prevalentemente	   l’adulto	  e	   l’anziano	   (circa	   il	  3%	  dei	   soggetti	   con	  età	   superiore	  ai	  50	  
anni)	  e	  rappresenta	  una	  possibile	  condizione	  che	  può	  preludere	  al	  mieloma	  multiplo.	  È	  
caratterizzata	  dalla	  presenza	  di	  una	  immunoglobulina	  monoclonale,	  di	  solito	  presente	  
in	   modesta	   quantità	   (componente	   M)	   che	   compare	   nei	   pazienti	   dapprima	   con	   una	  
elettroforesi	   	   e	   quindi	   viene	   confermata	   nella	   sua	   monoclonalità	   mediante	  
immunofissazione.	  Caratteristica	  della	  MGUS	  è	  che	  i	  pazienti	  sono	  asintomatici	  e	  non	  
presentano	  danno	  d’organo.	  
Si	   stima	   che	   ogni	   anno	   circa	   l’1%	   dei	   pazienti	   con	   MGUS	   progredisca	   fino	   a	   una	  
evidente	   discrasia	   plasmacellulare,	   solitamente	   il	   mieloma	   multiplo,	   un	   tasso	   di	  
conversione	  che	  rimane	  grosso	  modo	  costante	  per	  più	  di	  30	  anni.	  La	  diagnosi	  di	  MGUS	  
è	  di	  solito	  occasionale	  in	  seguito	  all’esecuzione	  dell’elettroforesi	  delle	  proteine	  sieriche	  
per	  un	  controllo	  di	  routine.	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LE	  AMILOIDOSI	  
	  
Definizione,	  meccanismi	  e	  classificazione	  
Il	  termine	  amiloidosi	  fa	  riferimento	  ad	  un	  gruppo	  eterogeneo	  di	  patologie	  acquisite	  o	  
ereditarie,	   localizzate	   o	   sistemiche,	   caratterizzate	   dalla	   deposizione	   extracellulare	   di	  
proteine	   fibrillari	   insolubili,	   con	   secondaria	   alterazione	   dell’architettura	   e	   della	  
funzione	  dei	  tessuti	  coinvolti	  (Merlini	  G	  e	  Belloti	  V,	  2003).	  
Nel	  1854,	  Rudolph	  Virchow	  usò	  per	  la	  prima	  volta	  il	  termine	  amiloidosi	  per	  descrivere	  
l’accumulo	   extracellulare	   in	   tessuti	   ed	   organi	   di	   una	   sostanza,	   denominata	   appunto	  
amiloide,	   che	   con	   i	   comuni	   coloranti,	   appare	   amorfa,	   vitrea,	   simil-­‐cartilaginea	  
(ialina),ma	  rivela	  caratteristiche	  tintoriali	  proprie	  con	  specifici	  coloranti.	  	  
Al	   microscopio	   elettronico,	   i	   depositi	   di	   amiloide	   appaiano	   come	   intrecci	   di	   fasci	   o	  
cordoni	  di	  fibrille	  parallele,	  ognuna	  di	  diametro	  di	  7-­‐13	  nm,	  avvolta	  sul	  proprio	  asse	  e	  
formata	  da	  due	  o	  più	  filamenti,	  ciascuno	  di	  diametro	  3-­‐3,5nm	  (Buxbaum	  JN	  e	  Linke	  RP,	  
2012).	  L’amiloide	  si	  colora	  in	  giallo	  con	  lo	  iodio,	  virando	  al	  violetto	  in	  presenza	  di	  acido	  
solforico	   (come	   cellulosa	   e	   amido).	   Dopo	   colorazione	   con	   Rosso	   Congo,	   essa	  mostra	  
una	  tipica	  birifrangenza	  “verde	  mela”	  in	  luce	  polarizzata.	  La	  cristallografia	  a	  raggi	  X	  e	  la	  
spettroscopia	   all’infrarosso	   dimostrano	  una	   conformazione	   caratteristica	   a	   β-­‐foglietti	  
incrociati.	  Tale	  conformazione,	  indipendente	  dalla	  composizione	  chimica	  dell’amiloide,	  
è	   responsabile	   della	   particolare	   colorazione	   e	   birifrangenza	   alla	   colorazione	   rosso	  
Congo.	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Visione	   al	   microscopio	   a	   forza	  
atomica	  di	  fibrille	  di	  amiloide.	  
Colorazione	  con	  rosso	  Congo	  di	  
agoaspirato	  di	  grasso	  
periombelicale	  
a)	  in	  microscopia	  ottica	  (200	  x)	  
b)	  in	  luce	  polarizzata	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Meccanismi	  di	  formazione	  delle	  fibrille	  amiloidi	  
L’amiloide	   deriva	   dall’assemblarsi	   di	   precursori	   proteici	   anomali	   che	   assumono	   una	  
struttura	  secondaria	  a	  foglietto	  β	  ripiegato	  e	  formano	  depositi	  fibrillari	  in	  associazione	  
con	   altre	   sostanze	   di	   natura	   non	   proteica.	   I	   studi	   immunoistochimici	   ed	   biochimici	  
hanno	  dimostrato	  che	  i	  depositi	  di	  amiloide	  sono	  di	  regola	  caratterizzati,	  oltre	  che	  dalla	  
deposizione	   di	   una	   proteina	   principale	   (95%),	   dalla	   codeposizione	   di	   altre	   varie	  
proteine	   (5%),quali	   la	   componente	  P	  dell’amiloide,	  proteoglicani	  e	  glicosaminoglicani	  
ad	   alto	   grado	   di	   solfatazione.	   Queste	   sostanze	   di	   natura	   non	   proteica	   sono	  
probabilmente	  derivate	  dal	  tessuto	  connettivo	  in	  cui	   l’amiloide	  si	  è	  depositata.	  Tutti	   i	  
depositi	  di	  amiloide	  contengono	  un’identica	  componente	  non	  fibrillare,	  la	  pentraxina	  o	  
amiloide	   sierica	   P	   (serum	   amyloid	   P,	   SAP),	   una	   glicoproteina	   che	   mostra	   omologia	  
strutturale	   con	   la	   proteina	   C	   reattiva	   ed	   elevata	   affinità	   per	   le	   fibrille	   di	   amiloide,	  
facilitandone	  quindi	  la	  deposizione	  tissutale.	  
Sembra	   che	   le	   interazioni	   tra	   le	   proteine	   amiloidogeniche	   	   ed	   altri	   componenti	   della	  
matrice	   extracellulare	   (ECM)	   svolgano	   un	   ruolo	   facilitante	   per	   la	   fibrillogenesi,	  
influenzando	  dei	  precursori	  proteici	  e	  favorendo	  le	  interazioni	  tra	  specifici	  domini	  delle	  
subunità	  amiloidi.	  Numerose	  evidenze	  indicano	  che	  le	  specie	  parzialmente	  ripiegate	  or	  
non	   ripiegate	   affatto	   sono	   particolarmente	   propense	   all’aggregazione,	   che,	   nel	  
contesto	  	  dei	  normali	  processi	  biosintetici,	  è	  inibita	  dalle	  molecole	  chaperone.	  Peptidi	  e	  
proteine	   privi	   di	   conformazione	   ben	   strutturata	   allo	   stato	   nativo	   e	   frammenti	  
proteolitici	   incapaci	   di	   ripiegarsi	   correttamente,	   in	   assenza	  della	   restante	  parte	   della	  
catena	  polipeptidica,	  possono	  anch’essi	  dare	  luogo	  alla	  formazione	  di	  aggregati.	  Ruolo	  
permissivo	  per	  queste	  complesse	  riorganizzazioni	  ha	   l’oligomerizzazione	   iniziale	  di	  un	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numero	  sufficiente	  di	  subunità,	  poiché	  la	  diminuzione	  di	  entropia	  che	  accompagna	  le	  
transizioni	   conformazionali	   delle	   sub	   unità	   deve	   essere	   più	   che	   compensata	   dal	  
guadagno	  di	  entalpia	  associato	  con	  la	  loro	  disposizione	  regolare	  in	  strutture	  altamente	  
ordinate.	   La	   natura	   termodinamicamente	   limitante	   di	   questo	   processo	   è	   ben	  
rappresentata	   dalla	   cinetica	   dell’aggregazione,	   che	   è	   compatibile	   con	   il	   modello	   di	  
crescita	   nucleata,	   usato	   per	   descrivere	   la	   formazione	   e	   la	   crescita	   dei	   cristalli,	   ed	  
include	  una	  fase	  di	  latenza,	  in	  cui	  si	  formano	  i	  primi	  oligomeri	  β-­‐strutturati	  (“nuclei”),	  
seguita	  da	  una	  fase	  di	  crescita	  esponenziale,	  in	  cui	  ad	  essi	  si	  aggiungono	  altri	  oligomeri	  
o	  monomeri.	  La	  fase	  di	  latenza,	  che	  è	  inversamente	  proporzionale	  alla	  concentrazione	  
ed	   alla	   lunghezza	   dei	   monomeri	   in	   soluzione,	   può	   essere	   abbreviata	   o	   abolita	  
dall’aggiunta	  a	  una	  soluzione	  proteica	  di	  nuclei	  fibrillari	  preformati	  (“semi”,	  seeds),	   in	  
condizioni	   favorenti	   l’aggregazione	   (seeding).	   Effetti	   simili	   possono	   avere	   specifiche	  
mutazioni	   o	   perturbazioni	   dell’ambiente	   fisico	   chimico.	   Gli	   oligomeri	   β	   strutturati	  
prodotti	   nella	   fase	   di	   nucleazione	   possono	   ulteriormente	   accrescersi,	   evolvendo	   in	  
fibrille	  mature,	   o	   associandosi	   tra	   loro,	   o	  per	   aggiunta	  progressiva	  di	   altri	  monomeri	  
parzialmente	   unfolded,	   in	   cui	   l’interazione	   con	   gli	   aggregati	   oligomerici	   già	   formati	  
induce	  una	  conformazione	  appropriata	  (Merlini	  G	  e	  Belloti	  V,	  2003).	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Caratteristiche	  strutturali	  dell'	  amiloide	  
	  
Ventuno	   proteine	   sono	   stati	   riconosciute	   come	   agenti	   causali	   di	  
amiloidosi.	  
Proteina	  
Amiloide	  
Precursore	  proteico	  
Forma	  sistemica	  (S)	  
o	  localizzata	  (L)	  
Sindrome	  o	  tessuto	  
coinvolto	  
AL	  
Catene	  pesanti	  delle	  
immunoglobuline	  
S	  
Primaria,	  associata	  a	  
Mieloma	  Multiplo	  
AH	   β2-­‐microglobulina	   S	   Primaria,	  associata	  a	  
	   17	  
Mieloma	  Multiplo	  
Aβ2M	   Transtiretina	   S	   Emodialisi	  cronica	  
ATTR	   Amiloide	  sierica	   L?	   Articolazioni	  
AA	   (apoSAA)	   S	  
Sistemica	  senile,	  
familiare	  
AApoA-­‐	   Apolipoproteina	   L?	   Tenosinovite	  
AApoA-­‐	   Apolipoproteina	   S	   Secondaria,	  reattiva	  
AApoA-­‐	   Apolipoproteina	   S	   Familiare	  
AGel	   Gelsolina	   L	   Aorta,	  menisco	  
ALys	   Lisozima	   S	   Familiare	  
AFib	   Catena	  α	  del	  fibrinogeno	   S	  
Sporadica,	  
invecchiamento	  
ACys	   Cistatina	  C	   S	   Familiare	  (finlandese)	  
ABri	   ABriPP	   S	   Familiare	  
ALect2	  
Fattore	  chemiotattico	  
leucociti	  2	  
S	   Familiare	  
ADan	   ADanPP	   S	   Familiare	  
Aβ	  
Precursore	  della	  proteina	  
Aβ	  (AβPP)	  
S	   Demenza	  familiare	  
AprP	   Proteina	  prionica	   S	   Prevalentemente	  Rene	  
ACal	   (Pro)calcitonina	   L	  
Demenza	  familiare	  
(Danese)	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AIAPP	  
Polipeptide	  amiloide	  isole	  
pancreatiche	  
L	  
Malattia	  di	  Alzheimer,	  
invecchiamento	  
AANF	   Fattore	  natriuretico	  atriale	   L	  
Encefalopatia	  
spongiforme	  
Apro	   Prolattina	   L	  
Tumori	  cellule	  C	  
tiroidee	  
AIns	   Insulina	   L	  
Isole	  di	  Langerhans,	  
insulinoma	  
AMed	   Lactaderina	   L	   Atri	  cardiaci	  
AKer	   Cheratoepitelina	   L	  
Invecchiamento	  ipofisi,	  
prolattinoma	  
ALac	   Lattoferrina	   L	   Iatrogena	  
Aoaap	  
Proteina	  odontogena	  
associata	  ad	  ameloblasto	  
L	   Senile,	  aorta	  
ASemI	   Seminogelina	  I	   L	   Cornea,	  familiare	  
	  
	  
L’impegno	  cardiaco	  
In	   molte	   forme	   di	   amiloidosi,	   il	   cuore	   è	   uno	   degli	   organi	   “bersaglio”	   in	   cui	   più	  
frequentemente	   si	   deposita	   l’amiloide:	   in	   alcune	   forme	   è	   la	   principale	   causa	   di	  
morbilità	   e	   mortalità	   dei	   pazienti,	   in	   altre	   può	   invece	   rappresentare	   un	   reperto	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occasionale	   e	   privo	   di	   significato	   funzionale	   (Esplin	   BL	   e	   Gertz	   MA	   2013;	   Falk	   RH	   e	  
Dubrey	  SW,	  2010;	  Quarta	  CC	  et	  Al,	  2012).	  
Secondo	   le	   due	   principali	   classificazioni	   internazionali	   delle	   cardiomiopatie,	   	   la	  
cardiomiopatia	   amiloidotica	   è	   considerata	   lo	   stereotipo	   delle	   cardiomiopatie	  
infiltrative.	   Sebbene	   quasi	   ogni	   proteina	   amiloidogenica	   possa	   causare	   amiloidosi	  
cardiaca,	   generalmente	   nel	   contesto	   di	   una	  malattia	   sistemica,	   la	   predilezione	   per	   il	  
cuore	  varia	  molto	  a	  seconda	  dello	  specifico	  tipo.	  	  
La	   deposizione	   miocardica	   di	   amiloide	   porta	   alla	   distorsione	   e	   separazione	   dei	  
cardiomiociti,	   irrigidimento	   dei	   tessuti,	   e	   disfunzione	   d’organo.	   La	   natura	   resistente	  
alla	  proteolisi	  di	  queste	  proteine	  comporta	  l’accumulazione	  e	  la	  disfunzione	  meccanica	  
ed	   elettromeccanica	   del	   cuore.	   Questo	   processo	   è	   più	   evidente	   nei	   ventricoli,	   dove	  
avviene	  un	  progressivo	  ispessimento	  miocardico,	  una	  cardiomiopatia	  restrittiva	  con	  la	  
conseguente	  disfunzione	  diastolica.	  Tuttavia,	  oltre	  al	  coinvolgimento	  del	  miocardio	  con	  
conseguente	   scompenso	   cardiaco,	   possono	   essere	   coinvolti	   il	   sistema	   di	   conduzione	  
con	  comparsa	  di	  blocchi	  di	  branca	  ed	  occasionalmente	  di	  blocchi	  seno-­‐atriali	  ed	  atrio-­‐
ventricolari,	  le	  valvole	  con	  loro	  malfunzionamento,	  mentre	  una	  infiltrazione	  coronarica	  
può	  causare	  ischemia	  miocardica.	  
L’interessamento	   cardiaco	   può	   essere	   la	   prima	  manifestazione	   dell’amiloidosi	   e	   può	  
essere	  scoperta	  incidentalmente	  durante	  la	  valutazione	  per	  altri	  sintomi,	  o	  può	  essere	  
scoperta	  su	  un	  esame	  post-­‐mortem.	  I	  modelli	  fisiopatologici	  convenzionali	  descrivono	  
la	  deposizione	  cardiaca	  delle	  proteine	  circolanti	  amiloidogeniche	  provenienti	  da	  organi	  
distanti.	   Tuttavia,	   un	   recente	   studio	   suggerisce	   che	   la	   produzione	   di	   amiloide	   può	  
verificarsi	  anche	  nelle	  strutture	  endosomiali	  dei	  cardiomiociti.	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Manifestazioni	  cliniche	  
Ci	  sono	  quattro	  sindromi	  cardiovascolari	  che	  possono	  verificarsi	  con	  il	  coinvolgimento	  
cardiovascolare	   di	   amiloidosi;	   cardiomiopatia	   restrittiva	   (scompenso	   diastolico),	  
insufficienza	  cardiaca	  sistolica,	  ipotensione	  ortostatica,	  e	  la	  presentazione	  con	  malattia	  
del	  sistema	  di	  conduzione.	  
Sezioni	  autoptiche	  di	  due	  cuori	  con	  estesa	   infiltrazione	  amiloidotica	  da	  amiloidosi	  AL	   (a	  sinistra)	  e	  da	  
transtiretina	   wild-­‐type	   (a	   destra).	   In	   entrambi	   i	   casi	   le	   cavità	   atriali	   risultano	   ingrandite,	   le	   cavità	  
ventricolari	   non	   sono	   dilatate	   ed	   è	   presente	   un	   ispessimento	  marcato	   e	   concentrico	   della	   parete	   del	  
ventricolo	   sinistro	   e	   (parte	   destra	   della	   figura)	   della	   parete	   libera	   del	   ventricolo	   destro	   e	   del	   setto	  
interatriale,	  elementi	  tipici	  di	  infiltrazione	  amiloidotica.	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Cardiomiopatia	   restrittiva:	   L'infiltrazione	   amiloidotica	   produce	   una	   classica	   fisiologia	  
restrittiva	   che	   porta	   ad	   un	   aumento	   della	   rigidità	   diastolica	   delle	   camere	   con	   una	  
riduzione	   del	   riempimento	   ventricolare.	   La	   compromissione	   del	   riempimento	  
ventricolare	   porta	   alla	   ritenzione	   di	   liquidi	   ed	   edema	   periferico,	   epatomegalia,	   e	  
aumento	   della	   pressione	   venosa	   giugulare	   (scompenso	   diastolico).	   Misurazioni	  
emodinamiche	   rivelano	   il	   classico	   segno	   "dip	   and	   plateau".	   Una	   caratteristica	  
differenziante	  dell'amiloidosi	  da	  pericardite	  costrittiva	  è	  la	  velocità	  della	  prima	  fase	  di	  
riempimento	  diastolico,	  che	  è	  accelerata	  nella	  malattia	  pericardica,	  ma	  è	  diminuita	  in	  
amiloidosi.	  
Scompenso	   cardiaco	   sistolico:	   Anche	   se	   la	   funzione	   sistolica	   può	   essere	   normale	  
all'inizio	  della	  malattia,	  si	  deteriora	  nelle	  fasi	  tardive.	  La	  deposizione	  di	  amiloide	  negli	  
atri	   può	   portare	   ad	   immobilità	   atriale,	   anche	   se	   il	   nodo	   del	   seno	   è	   completamente	  
funzionante.	   La	   perdita	   della	   funzione	   di	   trasporto	   atriale	   può	   contribuire	   al	  
peggioramento	   dello	   scompenso	   cardiaco,	   in	   particolare	   di	   fronte	   ad	   una	   fisiologia	  
restrittiva.	   I	   pazienti	   possono	   anche	  presentare	   l'angina	   pectoris,	   anche	   se	   le	   arterie	  
coronarie	  epicardiche	  sono	  normali	  all'angiografia.	  	  
Ipotensione	   ortostatica:	   Circa	   il	   10%	   degli	   individui	   affetti	   presenta	   ipotensione	  
ortostatica	   causato	   da	   infiltrazione	   del	   sistema	   nervoso	   autonomo,	   vasi	   sanguigni,	   o	  
entrambi.	   	   L'infiltrazione	   delle	   ghiandole	   surrenali	   può	   contribuire	   alla	   patogenesi	   di	  
questa	   variante.	   La	   sincope	   durante	   lo	   sforzo	   indica	   una	   prognosi	   estremamente	  
sfavorevole,	  con	  probabile	  decesso	  	  entro	  3	  mesi.	  
Malattia	   del	   sistema	   di	   conduzione:	   Caratterizzata	   da	   propagazione	   anomala	   dei	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segnali	   elettrici	   cardiaci,	   è	   la	   forma	   meno	   comune	   di	   amiloidosi	   e	   può	   provocare	  
aritmie	  e	  disturbi	  della	  conduzione.	  La	  morte	  cardiaca	   improvvisa,	  causata	  da	  aritmie	  
maligne	  o	  blocco	  di	  conduzione,	  è	  un	  modo	  frequente	  di	  morte.	  Gli	  episodi	  di	  sincope	  
possono	  preannunciare	  eventi	  più	  gravi,	  come	  la	  morte	  cardiaca	  improvvisa.	  
L’amiloidosi	   cardiaca	   risulta	   ancora	   ampiamente	   sottodiagnosticata	   per	   almeno	   due	  
ragioni:	   in	   primo	   luogo	   spesso	   le	   caratteristiche	   elettrocardiografiche	   ed	  
ecocardiografiche	  sono	  aspecifiche	  e	  possono	  mimare	  quelle	  di	  altre	  malattie,	  incluse	  
la	   cardiomiopatia	   ipertrofica	   e	   la	   cardiopatia	   ischemica;	   in	   secondo	   luogo,	   quando	  
l’amiloidosi	  coinvolge	   isolatamente	   il	   cuore	  o	  quando	  predominano	   le	  manifestazioni	  
cardiache	  nell’ambito	  di	  un	  interessamento	  multiorgano	  non	  diagnosticato,	  il	  sospetto	  
clinico	  spesso	  non	  emerge	  fino	  alle	  fasi	  tardive	  della	  malattia.	  
In	   generale,	   gli	   outcomes	   sono	   pessimi	   in	   pazienti	   con	   infiltrazione	   amiloidosica	  
cardiaca	   e	   senza	   trattamento	   la	   sopravvivenza	   media	   è	   di	   meno	   di	   un	   anno.	   La	  
prognosi	   è	   generalmente	   correlata	   con	   la	   gravità	   e	   l'entità	   del	   coinvolgimento	  
cardiaco.	  (Falk	  RH	  e	  Dubrey	  SW,	  2010).	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Biopsie	  cardiache	  (ingrandimento	  400x)	  mostrano	  risultati	  normali	  (a	  sinistra)	  e	  ampie	  
zone	  di	  infiltrazione	  amiloide	  (a	  destra).	  Nel	  cuore	  normale,	  le	  fibre	  muscolari	  (colorate	  
in	   rosso)	   sono	  vicine	  con	  poco	  spazio	   tra	  di	   loro.	  Nel	  paziente	  con	  amiloidosi,	   le	   fibre	  
muscolari,	   sono	   interrotte	   da	   una	   grande	   quantità	   di	   amiloide	   depositata	   tra	   loro	  
(colorazione	  rosso-­‐viola).	  
	  
Biopsia	  endomiocardica.	  	  
A)	   la	   colorazione	   con	   ematossilina	   e	  
eosina	   dimostra	   un	   materiale	  
extracellulare	  che	  separa	  i	  miociti	  
B)	   la	   colorazione	   con	   solfato	   Alcian	   blu	  
mostra	   la	   colorazione	   turchese	   della	  
amiloide	  e	  il	  giallo	  dei	  miociti.	  	  
C)	   Immunofluorescenza	   dei	   depositi	  
amiloidi	   con	   anticorpi	   anti-­‐λ fortemente	  
positiva	   (colorazione	   verde)	   mentre	   la	  
colorazione	   con	   il	   resto	   di	   un	   pannello	   di	  
anticorpi	   è	   negativo,	   confermando	  
l'amiloidosi	  AL. 
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TIPI	  DI	  AMILOIDOSI	  
L’amiloidosi	  AL	  
L’amiloidosi	  AL	  (	  anche	  detta	  amiloidosi	  primaria)	  da	  catene	  leggere	  delle	  Ig	  è	  la	  varietà	  	  
più	   comune	   di	   amiloidosi	   sistemica,	   con	   una	   prevalenza	   di	   4,5/10000	   e	   1300-­‐3200	  
nuovi	  casi	  per	  anno	  negli	  USA.	  Essa	  può	  essere	  isolata	  o	  in	  associazione	  con	  il	  mieloma	  
multiplo	  (nel	  20%	  dei	  casi),	  la	  macroglobulinemia	  di	  Waldenström	  o	  altri	  disordini	  delle	  
cellule	  B.	  Per	   converso,	   fino	  al	  30%	  dei	  pazienti	  affetti	  da	  mieloma	  multiplo	   sviluppa	  
amiloidosi	   AL.	   Questa,	   che	   insorge	   in	   età	   adulta	   ed	   è	   rapidamente	   progressiva,	   è	  
espressione	  dell’espansione	  di	  popolazioni	  clonali	  di	  plasmacellule	  nel	  midollo	  osseo	  e	  
della	   sintesi	   aberrante	   e	   proteolisi	   anomala	   di	   catene	   leggere	   monoclonali,	   le	   cui	  
porzioni	  variabili	  (o,	  più	  di	  rado,	  le	  intere	  catene)	  si	  depositano	  nei	  tessuti	  sotto	  forma	  
di	   amiloide	  AL.	   L’estensione	  della	  malattia	   può	   variare	  dall’interessamento	   sistemico	  
diffuso	  al	  coinvolgimento	  selettivo	  di	  uno	  o	  più	  organi	  (Desport	  E	  et	  Al,	  2012).	  Solo	  una	  
minoranza	   delle	   catene	   leggere	   delle	   Ig	   ha	   proprietà	   amiloidogeniche	   intrinseche	  
(aumentata	   propensione	   alla	   formazione	   di	   strutture	   secondarie	   di	   tipo	   β	   e	   alla	  
fibrillogenesi).	   A	   determinare	   queste	   ultime	   concorrono	   l’istotipo	   λ	   e	   le	   regione	  
variabili	   codificate	   da	   certi	   segmenti	   genici	   Vλ	   germinali,	   tra	   qui	   IGLV3-­‐1	   e	   IGLV6-­‐57,	  
che	  si	  rinvengono	  con	  egual	  frequenza	  in	  oltre	  il	  40%	  delle	  catene	  λ	  amiloidogeniche.	  
In	  più,	  la	  presenza	  della	  regione	  codificata	  da	  IGLV6-­‐57	  è	  correlata	  con	  maggior	  rischio	  
di	   amiloidosi	   renale,	   quella	   delle	   regioni	   codificate	   da	   IGLV3-­‐1,	   IGLV2-­‐14	   e	   IGLV1-­‐44	  
con	   accresciuti	   rischi	   di	   amiloidosi	   cardiaca	   e	   sistemica.	   Proprietà	   amiloidogeniche	  
possono	  essere	  dovute	  alle	  catene	  leggere	  delle	  Ig	  da	  mutazioni	  introdotte	  negli	  esoni	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VJ	   riarrangiati,	   per	   effetto	   dell’ipermutazione	   somatica	   che	   accompagna	   le	   risposte	  
anticorpali	   T-­‐dipendenti,	  o	  da	  mutazioni	  de	  novo	  dei	   segmenti	  genetici	  Vλ	  germinali,	  
nel	  corso	  della	  progressione	  delle	  neoplasie	  B-­‐cellulari	  .	  
La	   diagnosi	   della	   amiloidosi	   AL	   si	   serve	   della	   evidenza	   di	   una	   catena	   leggera	  
monoclonale	   che	   può	   essere	   evidenziata	  mediante	   immunofissazione	   elettroforetica	  	  
(IFE)	  e	  della	  determinazione	  delle	  catene	  leggere	  libere	  λ	  e	  κ	  nel	  siero	  o	  nell‘urina	  con	  
saggio	  immunonefelometrico	  (FLC	  Free	  Light	  Chain),	  con	  anticorpi	  diretti	  verso	  epitopi	  
normalmente	   non	   accessibili	   nelle	   Ig	   tetrameriche.	   Lo	   standard	   di	   riferimento	   per	   la	  
diagnosi	   di	   amiloidosi	   sistemica	  è	   la	   biopsia	   renale	   transdermica	   con	   colorazione	  dei	  
vetrini	   con	   Rosso	   Congo	   e	   loro	   osservazione	   in	   luce	   polarizzata.	   Alternativa	  
conveniente	  è	  la	  biopsia	  su	  tessuto	  adiposo	  sottocutaneo.	  
La	  malattia	  da	  deposizione	  di	  catene	  leggere	  (LCDD,	  Light	  Chain	  Deposition	  Disease)	  va	  
distinta	   dall’amiloidosi	   AL,	   pur	   avendo	   caratteristiche	   cliniche	   molto	   simili.	   Essa	   è	  
caratterizzata	   dalla	   formazione	   nei	   tessuti	   di	   depositi	   di	   catene	   leggere	  
(prevalentemente	   di	   tipo	   κ),	   che	   sono,	   però,	   di	   tipo	   granulare	   e	   non	   fibrillare	   e	   non	  
mostrano	  le	  affinità	  tintoriali	  tipiche	  dell’amiloide.	  
L’amiloidosi	   AL	   è	   la	   forma	   più	   comune	   di	   amiloidosi	   con	   interessamento	   cardiaco.	   Il	  
danno	  d’organo	  non	  deriva	  solo	  dalla	  presenza	  di	  amiloide	  che	  altera	  l’architettura	  (e	  
quindi	   la	   funzione)	   tissutale,	  ma	   in	   parte	   anche	   da	   un	   effetto	   tossico	   intrinseco	   alle	  
catene	  leggere.	  Il	  meccanismo	  molecolare	  alla	  base	  del	  danno	  d’organo	  nell’amiloidosi	  
AL	  non	  è	  ancora	  stato	  definito,	  nonostante	  alcune	  osservazioni	  sperimentali	  indichino	  
che	   gli	   oligomeri	   di	   catene	   leggere	   circolanti	   possano	   essere	   	   non	   solo	   un	   indice	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diagnostico	   ma	   anche	   in	   gran	   parte	   responsabili	   della	   tossicità	   della	   amiloidosi.	   La	  
sopravvivenza	  dei	  pazienti	  è	  determinata	  soprattutto	  dalla	  presenza	  e	  dalla	  gravità	  del	  
danno	  cardiaco	  (Merlini	  G	  e	  Palladini	  G,	  2013).	  	  
Nel	  2001	  Liao	  ed	  i	  suoi	  collaboratori	  hanno	  infuso	  le	  catene	  leggere	  libere	  ottenute	  da	  
pazienti	   con	   amiloidosi	   cardiaca	   nei	   cuori	   dei	   ratti	   ed	   hanno	   visto	   che	   causavano	   in	  
pochi	   minuti	   una	   disfunzione	   diastolica	   simile	   ai	   quelli	   dei	   pazienti	   con	   amiloidosi	  
cardiaca.	  Tramite	  questo	  studio	  hanno	  ipotizzato	  che	  le	  catene	  leggere	  libere	  possono	  
contribuire	   direttamente	   alla	   patogenesi	   e	   nella	   rapida	   progressione	   della	  
cardiomiopatia	   da	   amiloidosi,	   indipendentemente	   dalla	   deposizione	   extracellulare	   di	  
fibrille	  (Liao	  R	  et	  al,2001).	  
	  Nel	  2004	  Brener	  i	  suoi	  collaboratori	  	  hanno	  osservato	  che	  le	  catene	  leggere	  ottenute	  
dai	   pazienti	   con	   amiloidosi	   potevano	   causare	   una	   disfunzione	   dei	   cardiomiociti	  
attraverso	   un	   aumento	   di	   stress	   ossidativo	   in	   queste	   cellule	   determinando	   una	  
compromissione	   diretta	   della	   contrattilità	   e	   del	   rilasciamento	   dei	   cardiomiociti,	  
associata	  ad	  alterazioni	  del	  passaggio	  intracellulare	  del	  calcio.	  Questo	  studio	  suggerisce	  
che	   la	  disfunzione	  cardiaca	   	  è	  direttamente	  mediata	  dalle	  catene	   leggere	  dei	  pazienti	  
con	  amiloidosi	  (Brener	  DA	  et	  Al,	  2004).	  
In	  assenza	  di	  un	   trattamento	  appropriato,	   l’andamento	  della	  malattia	  è	   rapidamente	  
progressivo,	   con	   una	   mortalità	   dell’80%	   entro	   2	   anni.	   (Desport	   E	   et	   al,	   2012).	   La	  
presenza	   di	   interessamento	   cardiaco	   risulta	   prognosticamente	   infausta,	   con	   una	  
sopravvivenza	   mediana	   inferiore	   ai	   5	   mesi.	   L’ecocardiogramma	   è	   praticamente	  
indistinguibile	   da	   quello	   delle	   altre	   forme	   di	   amiloidosi.	   Tuttavia,	   una	   “ipertrofia”	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ventricolare	  sinistra	  all’ecocardiogramma	  in	  presenza	  di	  bassi	  voltaggi	  del	  QRS	  all’ECG	  
è	   altamente	   indicativa	   di	   cardiomiopatia	   amiloidotica	   AL	   correlata	   e	   rappresenta	  
spesso	   il	   primo	   sospetto	   diagnostico	   della	   malattia.	   Generalmente,	   nei	   pazienti	   con	  
amiloidosi	  AL	   le	  concentrazioni	  plasmatiche	  di	  NTproBNP	  e	  di	  BNP	  sono	  aumentate	  e	  
sono	  espressione	  sia	  della	  compromissione	  emodinamica	  sia,	  verosimilmente,	  di	  quella	  
quota	   di	   danno	   miocardico	   determinata	   dalla	   tossicità	   diretta	   delle	   catene	   leggere.	  
Anche	  i	  livelli	  di	  troponina	  sono,	  infatti,	  aumentati	  in	  molti	  casi.	  Questi	  biomarker	  sono	  
utili	   sia	   per	   la	   stratificazione	   prognostica	   sia	   per	   monitorare	   la	   risposta	   alla	   terapia	  
ematologica	  (Palladini	  G	  et	  Al	  2006).	  
Le	   manifestazioni	   extracardiache	   dell’amiloidosi	   AL	   includono:	   la	   proteinuria,	  
l’interessamento	  del	  sistema	  nervoso	  autonomo	  (ipotensione	  ortostatica)	  e	  periferico,	  
la	   macroglossia	   e	   l’interessamento	   epatico	   e	   cutaneo.	   La	   porpora	   periorbitale,	   in	  
presenza	   di	   una	   biopsia	   positiva	   per	   amiloide,	   è	   virtualmente	   patognomonica	   di	  
amiloidosi	  AL.	  
Nell’amiloidosi	   AL	   la	   chemioterapia	   rappresenta	   l’unica	   strategia	   in	   grado	   di	  
sopprimere	  il	  clone	  plasmacellulare,	  con	  l’obiettivo	  di	  ridurre	   la	  produzione	  di	  catene	  
leggere	  amiloidogeniche	  (Merlini	  G	  et	  al,	  2013).	  
Il	  coinvolgimento	  cardiaco	  con	  sintomatologia	  grave	  si	  manifesta	  approssimativamente	  
in	  un	  numero	  di	  pazienti	   compreso	   tra	  un	   terzo	  e	   la	  metà	  dei	  pazienti	  AL,	   	   con	   	  una	  
quota	  	  sostanziale	  di	  questi	  che	  viene	  diagnosticato	  sulla	  base	  di	  biopsia	  o	  di	  autopsia.	  
Il	   sintomo	   predominante	   è	   rappresentato	   da	   un	   rapido	   e	   progressivo	   scompenso	  
cardiaco	   diastolico	   con	   una	   frazione	   di	   eiezione,	   sincope	   preservata,	   che,	   quando	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presente,	  è	  il	  più	  influente	  fattore	  prognostico.	  Altre	  complicazioni	  nella	  AL	  includono	  
aritmie,	  cardiopatia	   ischemica,	  altre	  diverse	  cardiomiopatie,	  e	  trombosi	   intracardiaca.	  
(Esplin	  BL	  e	  Gertz	  MA,	  2013).	  
La	  cardiomiopatia	  dilatativa	  è	  una	  rarissima	  presentazione	  di	  amiloidosi	  cardiaca,	  e	  la	  
presenza	  di	  un	  ventricolo	  sinistro	  dilatato	  aumenta	  la	  possibilità	  di	  un	  altra,	  coesistente	  
malattia	   cardiaca.	   Una	   presentazione	  meno	   rara	   è	   la	   grave	   disfunzione	   sistolica	   con	  
ventricolo	   sinistro	   non	   dilatato,	   o	   minimamente	   dilatata	   anormale	   spessore	   della	  
parete	  ventricolare.	  Questo	  è	  probabilmente	  causato	  da	   ischemia	  miocardica	  cronica	  
dovuta	  a	  infiltrazione	  dei	  piccoli	  vasi	  del	  cuore.	  	  
	  
Amiloidosi	  Ereditarie	  o	  Familiari	  
Le	   forme	   ereditarie	   di	   amiloidosi	   sistemica	   raccolgono	   un	   gruppo	   di	   patologie	  
autosomiche	  dominanti,	  caratterizzate	  da	  gradi	  variabili	  di	  interessamento	  neurologico	  
e	  poliviscerale.	  La	   forma	  epidemiologicamente	  più	  rappresentata	  è	  quella	  correlata	  a	  
mutazioni	   del	   gene	   della	   transtiretina	   (conosciuta	   come	   ATTR).	   La	   caratteristica	   di	  
questa	  malattia	  è	  un’estrema	  eterogeneità	  genotipica	   (sono	  note	  oltre	  100	  differenti	  
mutazioni	  puntiformi	  del	  gene	  della	   transtiretina)	  e	   fenotipica,	  con	  un	  quadro	  clinico	  
che	   varia	   da	   un	   interessamento	   esclusivamente	   neurologico	   in	   un	   chiaro	   contesto	  
familiare,	   a	   forme	   pseudo-­‐sporadiche	   caratterizzate	   da	   un	   interessamento	   cardiaco	  
prevalente	   o	   esclusivo.	   Tale	   eterogeneità	   dipende	   principalmente	   dalla	   specifica	  
mutazione	   della	   transtiretina,	   dall’area	   geografica,	   dal	   tipo	   di	   aggregazione	   della	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malattia	   (endemica/non	  endemica).	  La	  mutazione	  più	  studiata	  è	   la	  Val30Met,	  che	  ha	  
dato	   alla	   malattia	   la	   cosiddetta	   denominazione	   di	   “polineuropatia	   amiloidotica	  
familiare.	   La	   neuropatia	   autonomica	   si	   manifesta	   tipicamente	   con	   ipotensione	  
ortostatica,	  disidrosi,	  alvo	  alterno.	  
L’esistenza	   di	   un	   fenotipo	   esclusivamente	   cardiologico,	   in	   assenza	   cioè	   di	  
manifestazioni	   neurologiche	   evidenti,	   che	   si	   manifesta	   tipicamente	   oltre	   la	   sesta	  
decade	  di	  vita,	  rappresenta	  una	  causa	  di	  erronea	  diagnosi	  iniziale.	  Infatti	  la	  presenza	  di	  
un	  quadro	  ecocardiografico	  da	  ipertrofia	  ventricolare	  sinistra	  e	  la	  minore	  prevalenza	  di	  
bassi	   voltaggi	   del	   QRS	   all’ECG	   fanno	   orientare	   il	   sospetto	   diagnostico	   verso	   una	  
cardiomiopatia	   ipertrofica	   o	   ipertensiva.	   È	   questo	   il	   caso	   di	   alcune	   varianti	   con	  
interessamento	   prevalentemente	   cardiologico,	   come	   la	   Val122Ile	   (la	   mutazione	  
probabilmente	   più	   frequente,	   dal	   momento	   che	   è	   presente	   in	   circa	   il	   4%	   della	  
popolazione	   afro-­‐americana),	   la	   Leu111Met	   (la	   cosiddetta	   “cardiomiopatia	  
amiloidotica	  familiare”,	  di	  origine	  danese),	  la	  Thr60Ala	  e	  la	  Ile68Leu	  (Connors	  LH	  et	  Al,	  
2003).	  
Rispetto	  alla	  forma	  AL,	  i	  dati	  relativi	  all’utilità	  del	  BNP	  e	  della	  troponina	  nell’ATTR	  sono	  
scarsi.	   Entrambi	   i	   biomarker	   sembrano	   essere	  meno	   elevati	   nell’ATTR	   che	   nell’AL,	   a	  
parità	  di	  interessamento	  cardiaco	  giudicato	  all’ecocardiografia.	  Questo	  è	  comunque	  in	  
linea	   con	   l’ipotesi	   che,	   a	   differenza	   delle	   catene	   leggere	   libere	   circolanti,	   la	  
transtiretina	   di	   per	   sé	   non	   svolga	   un	   ruolo	   tossico	   diretto	   sui	   cardiomiociti.	   Data	  
l’estrema	   eterogeneità	   geno-­‐fenotipica,	   è	   difficile	   una	   trattazione	   sistematica	   della	  
storia	   naturale	   della	   ATTR.	   In	   almeno	   tre	   lavori	   che	   valutavano	   la	   prognosi	  
dell’amiloidosi	   cardiaca,	   l’ATTR	   presentava	   un	   andamento	   migliore	   dell’AL.	   Dal	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momento	  che	  il	  fegato	  rappresenta	  la	  sede	  principale	  di	  produzione	  della	  transtiretina,	  
attualmente	  il	  trapianto	  di	  fegato	  rappresenta	  una	  sorta	  di	  “terapia	  genica	  chirurgica”,	  
in	  grado	  di	  rimuovere	  la	  fonte	  dell’amiloidogenesi.	  In	  casi	  selezionati,	  con	  conclamato	  
interessamento	   cardiaco,	   si	   opta	   pertanto	   per	   un	   trapianto	   combinato	   fegato-­‐cuore.	  
(Chung	  CM	  et	  Al,	  2001).	  
	  
Amiloidosi	  Sistemica	  Senile	  
Questa	   forma	   di	   amiloidosi	   non	   ereditaria	   da	   transtiretina	   viene	   comunemente	  
denominata	  “amiloidosi	  sistemica	  senile”	  per	  l’età	  di	  insorgenza	  avanzata.	  A	  differenza	  
della	   forma	   eredo-­‐familiare,	   in	   questa	   il	   cuore	   è	   generalmente	   l’unico	   organo	  
interessato	   e	   l’unica	   altra	   manifestazione	   della	   malattia	   riportata	   è	   la	   sindrome	   del	  
tunnel	  carpale.	  La	  malattia	  tipicamente	  colpisce	  soggetti	  anziani	  di	  sesso	  maschile	  che	  
si	  presentano	  con	  sintomi	  e	  segni	  di	  scompenso	  cardiaco,	  non	  è	  tuttavia	  infrequente	  il	  
riscontro	  di	  piccoli	  accumuli	  di	  transtiretina	  non	  mutata	  all’autopsia	  di	  persone	  molto	  
anziane	  che	  in	  vita	  non	  avevano	  manifestazioni	  cliniche	  della	  malattia.	  	  
Il	  quadro	  ecocardiografico	  della	  malattia	  è	  sovrapponibile	  a	  quello	  delle	  altre	  forme	  di	  
cardiomiopatia	   amiloidotica,	   ma	   generalmente	   gli	   spessori	   delle	   pareti	   ventricolari	  
sono	  maggiori	  e	   la	   frazione	  di	  eiezione	  del	  ventricolo	  sinistro	  è	  di	  solito	   francamente	  
depressa.	   I	   voltaggi	   del	   QRS	   all’ECG	   sono	   solitamente	   normali	   e	   questo	   rende	   la	  
patologia	   pressoché	   indistinguibile	   dalle	   varianti	   eredo-­‐familiari	   ad	   esordio	   tardivo	   e	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con	   esclusivo	   interessamento	   cardiaco,	   come	   la	   suddetta	   forma	   da	   Val122Ile	   degli	  
Afro-­‐Americani.	  	  
La	   diagnosi	   di	   amiloidosi	   sistemica	   senile	   si	   basa	   sulla	   documentazione	   istologica	   di	  
transtiretina	   alla	   biopsia	   endomiocardica	   e	   sull’assenza	   di	   mutazioni	   del	   gene	   della	  
transtiretina.	  Il	  decorso	  clinico	  è	  lentamente	  progressivo	  e	  la	  prognosi	  è	  migliore	  della	  
forma	  AL	  nonostante	  l’apparente	  maggiore	  interessamento	  cardiaco	  morfo-­‐funzionale.	  
Il	  trattamento	  è	  generalmente	  quello	  dello	  scompenso	  cardiaco.	  Tuttavia,	  i	  rari	  casi	  con	  
esordio	  prima	  dei	  65	  anni	  possono	  essere	  proposti	  per	  il	  trapianto	  cardiaco	  (Dungu	  JN	  
et	  Al,	  2012).	  
	  
Amiloidosi	  AA	  
L’amiloidosi	   	   AA,	   anche	   detta	   amiloidosi	   secondaria	   o	   reattiva,	   è	   causata	   dalla	  
deposizione	  nei	  tessuti	  di	  fibrille	  amiloidi	  derivate	  da	  proteine	  di	  fase	  acuta	  circolanti,	  
specialmente	   dalla	   proteina	   amiloide	   A	   sierica	   (SAA),	   nel	   corso	   di	   malattie	  
infiammatorie	   croniche,	   malattie	   reumatologiche,	   neoplasie	   maligne.	   La	   SSA	   è	  
un’apolipoproteina	  costituente	  delle	  HDL,	  sintetizzata	  negli	  epatociti	  sotto	  il	  controllo	  
trascrizionale	   di	   citochine	   proinfiammatorie,	   come	   IL-­‐1,IL-­‐6	   e	   TNF-­‐α.	   Ruolo	   cruciale	  
nella	  formazione	  delle	  fibrille	  di	  amiloide	  AA	  è	  svolto	  dai	  macrofagi,	  che	  internalizzano	  
e	   idrolizzandola	   SSA	   e	   la	   proteina	   amiloide	   A	   che	   da	   essa	   deriva,	   per	   riversarne	   i	  
frammenti	   nello	   spazio	   extracellulare.	   Sebbene	   la	   SSA	   abbia	  proprietà	   fibrillogeniche	  
intrinseche,	  sia	  queste	  sia	  i	  siti	  di	  deposizione	  sono	  influenzati	  da	  grandezza	  e	  tipo	  dei	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frammenti.	   L’incidenza	   di	   amiloidosi	   AA	   varia	   dal	   10	   al	   25%	   in	   corso	   di	   artrite	  
reumatoide	  ma	  i	  depositi	  di	  amiloide	  AA	  passano	  spesso	  inosservati	  e	  può	  ritrovarsi	  in	  
una	   percentuale	   che	   varia	   dal	   	   5	   al	   10%	   nella	   artrite	   reumatoide	   giovanile	   e	   nella	  
spondilite	  anchilosante	  (Blank	  N	  e	  Schönland	  SO,	  2013).	  
	  
	   	  
	   33	  
IL	  TEST	  PER	  MISURARE	  LE	  CATENE	  LEGGERE	  LIBERE	  
	  
Come	   detto	   più	   sopra,	   per	   tutte	   le	   patologie	   caratterizzate	   da	   proliferazione	  
incontrollata	   di	   un	   clone	   plasmacellulare,	   il	   dosaggio	   delle	   catene	   leggere	   libere	   nel	  
sangue	  dei	  pazienti	  ha	   rappresentato	  un	   importante	  passo	  avanti	  per	   la	  diagnosi	  e	   il	  
monitoraggio	  di	  queste	  condizioni.	  	  
Ci	  sono	  infatti	  alcune	  condizioni	  ,	  quali	  il	  mieloma	  oligosecernente	  o	  l’amiloidosi	  stessa,	  
nelle	   quali	   la	   quantità	   di	   proteina	   monoclonale	   sierica	   è	   scarsa	   o	   assente.	   La	  
quantificazione	  delle	   catene	   leggere	   libere	  nel	   siero	  può	   in	  questi	   casi	   rappresentare	  
un	  parametro	  analitico	   cruciale	  poiché	   la	  presenza	  di	   quantità	   abnormi	  di	   un	   tipo	  di	  
catena	  leggera	  libera	  può	  indicare	  la	  proliferazione	  del	  clone	  (Böer	  K	  e	  Deufel	  T,	  2009).	  
La	  messa	  a	  punto	  di	  un	  test	  affidabile	  per	  misurare	  le	  sole	  catene	  leggere	  libere	  è	  stata	  
molto	  difficoltosa:	  infatti	  occorreva	  un	  metodo	  in	  grado	  di	  riconoscere	  e	  quantificare	  le	  
sole	   catene	   leggere	   libere,	   senza	   interferenze	   nel	   dosaggio	   da	   parte	   delle	   catene	  
leggere	  già	  legate	  alle	  catene	  pesanti	  nelle	  immunoglobuline	  circolanti.	  	  
Il	  metodo	  immunologico	  per	  il	  loro	  riconoscimento	  è	  sembrato	  un	  approccio	  adeguato,	  
ma	   ci	   si	   è	   scontrati	   con	   la	   difficoltà	   di	   produrre	   anticorpi	   che	   potessero	   legarsi	   a	  
determinanti	  antigenici	  specifici	  delle	  catene	  leggere	  libere,	  ovvero	  non	  esposti	  anche	  
dalle	  catene	  leggere	  già	  incorporate	  nell’anticorpo	  completo.	  	  
Occorreva	  produrre	  degli	  anticorpi	  diretti	  contro	  quelle	  porzioni	  di	  catena	  leggera	  che	  
nell’assemblaggio	  della	  molecola	  anticorpale	  risultavano	  costantemente	  nascosti	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Lo	   sviluppo	   di	   un	   metodo	   per	   il	   dosaggio	   delle	   FLC	   è	   stato	   anche	   ostacolato	   dalla	  
unicità	   antigenica	   delle	   immunoglobuline	   monoclonali	   e	   dalla	   loro	   modesta	  
concentrazione	   rispetto	  alle	   catene	   leggere	   legate	  alle	   immunoglobuline	   complete	   in	  
condizioni	  di	  normalità.	  	  
	  
Le	   possibilità	   di	   approntare	   un	   idoneo	   reattivo	   con	   adeguata	   sensibilità	   e	   specificità	  
erano	  due:	  produrre	  un	  antisiero	  policlonale	   che	  dimostrasse	  di	  non	  mostrare	   cross-­‐
reattività	   con	   le	   catene	   leggere	   montate	   sugli	   anticorpi,	   oppure	   produrre	   anticorpi	  
monoclonali	  diretti	  specificamente	  contro	  gli	  epitopi	  nascosti	  delle	  catene	  leggere.	  	  
Nel	  2001	  la	  ditta	  TheBindingSite	  (Bradwell	  AR	  et	  Al.	  2001)	  ha	  commercializzato	  il	  primo	  
reattivo	  per	  questo	   scopo,	   dopo	  aver	   scelto	   l’approccio	  policlonale:	   la	   produzione	  di	  
anticorpi	   ad	   alta	   affinità	   specifici	   per	   gli	   epitopi	   delle	   catene	   leggere	   è	   stata	   resa	  
possibile	  in	  pecore	  nelle	  quali	  è	  stata	  indotta	  tolleranza	  nei	  confronti	  degli	  antigeni	  di	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superficie	   delle	   catene	   leggere	   legate	   alle	   immunoglobuline	   complete	   attraverso	  
protocolli	   di	   tollerizzazione	   intensiva.	   Le	   pecore	   rese	   tolleranti	   sono	   state	   in	   un	  
secondo	   tempo	   immunizzate	   con	   le	   proteine	   κ	   e	   λ	   purificate	   da	   urine	   contenenti	  
proteina	  di	  Bence	  Jones	  ed	  hanno	  fornito	  anticorpi	  policlonali	  ad	  alta	  affinità	  e	  diretti	  
solo	  contro	  gli	  epitopi	  nascosti	  delle	  catene	  leggere.	  Questi	  anticorpi	  sono	  stati	  quindi	  
utilizzati	  per	  la	  produzione	  di	  un	  saggio	  immunochimico	  automatizzabile	  per	  la	  misura	  
delle	  FLC	  nei	  liquidi	  biologici.	  L’antisiero	  policlonale	  ha	  il	  vantaggio	  avere	  una	  più	  ampia	  
capacità	   di	   riconoscimento	   e	   pertanto	   di	   legame,	   caratteristica	   desiderabile	   dal	  
momento	  che	   le	  catene	  monoclonali	   in	  pazienti	  diversi	  possono	  avere	  caratteristiche	  
diverse.	   Il	   problema	   è	   ovviamente	   la	   possibile	   mancanza	   di	   specificità	   qualora	  
nell’antisiero	   fossero	   presenti	   anticorpi	   che	   riconoscono	   epitopi	   esposti	   anche	   sulle	  
catene	  leggere	  legate	  (Briand	  PY	  et	  Al,	  2010).	  	  
Questo	   reattivo	   ha	   mostrato	   alcune	   criticità	   che	   si	   sono	   rese	   evidenti	   fin	   da	   subito	  
(Tate	  JR	  et	  Al	  2003;	  Tate	  JR	  2007).	   Innanzi	  tutto	  una	  diversa	  performance	  dei	  reattivi	  
appartenenti	   a	   lotti	   diversi.	   Questa	   sembrava	   essere	   dovuta	   una	   immunoreattività	  
diversa	   tra	   anticorpi	   presenti	   nei	   diversi	   lotti,	   la	   qual	   cosa	   poteva	   comportare	   una	  
diversa	  stima	  quantitativa	  di	  FLC	  sullo	  stesso	  campione.	  Inoltre	  anche	  in	  presenza	  dello	  
stesso	   lotto	   l’antisiero	   utilizzato	   su	   apparecchiature	   diverse	   poteva	   fornire	   risultati	  
discordanti.	   Inoltre,	   prove	   di	   recupero	   a	   diluizioni	   diverse	   dimostravano	   scarsa	  
linearità,	  con	  risultati	  che	  potevano	  quindi	  differire	  secondo	  la	  diluizione	  del	  campione.	  	  
Inoltre	   risultarono	   evidenti	   problemi	   di	   possibile	   sovrastima	   della	   quantità	   di	   FLC	  
probabilmente	   legate	   alla	   possibile	   polimerizzazione	   dell’FLC	   circolante	   che	   forniva	  
bersagli	  multimerici	  cui	  si	  poteva	  legare	  una	  quantità	  di	  reattivo	  superiore	  .(Jill	  T.	  et	  al	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2006)	  Anche	  la	  sottostima	  rappresentava	  un	  problema	  evidente:	  in	  questo	  caso	  era	  il	  
possibile	  eccesso	  di	  antigene	  (in	  presenza	  di	  elevate	  quantità	  di	  FLC	  sieriche)	  a	  dare	  il	  
noto	   “hook	   effect”	   con	   un	   segnale	   più	   basso	   del	   dovuto.	   In	   questo	   caso	   solo	   la	  
ragionata	   ripetizione	   della	   determinazione	   sul	   campione	   ad	   una	  maggiore	   diluizione	  
consente	  di	  ottenere	  la	  reale	  quantificazione	  delle	  FLC.	  Inoltre	  il	  calibratore	  usato	  per	  
la	  messa	  a	  punto	  del	  test	  è	  policlonale,	  quando	  l’analita	  dosato	  è	  invece	  monoclonale	  e	  
questo	  può	  comportare	  uno	  scarso	  parallelismo.	  
Ciò	  nonostante,	  grazie	  a	  questo	  reattivo	  la	  diagnostica	  e	  non	  solo	  per	  questi	  pazienti	  è	  
decisamente	   migliorata	   e	   numerosi	   studi	   hanno	   dimostrato	   il	   valore	   di	   tale	  
determinazione	  che	  può	  essere	  riassunta	  nelle	  indicazioni	  che	  ancora	  oggi	  sono	  fornite	  
nell’importante	   linea	   guida	   prodotta	   nel	   2009	   dall’International	   Myeloma	   Working	  
Group	  secondo	  la	  quale	  ci	  sono	  quattro	  principali	   indicazioni	  per	  il	  dosaggio	  delle	  FLC	  
nella	   valutazione	   e	   nella	   gestione	   del	   mieloma	   multiplo	   e	   dei	   disordini	   clonali	  
plasmacellulari	  (Dispenzieri	  A	  et	  Al	  2009)	  	  
Per	  prima	  cosa,	  nel	  contesto	  dello	  screening	  per	   la	  presenza	  del	  mieloma	  o	  disordini	  
relativi,	  il	  dosaggio	  delle	  FLC	  sieriche,	  in	  combinazione	  con	  l'elettroforesi	  delle	  proteine	  
sieriche	  e	  l'immunofissazione	  mostra	  una	  alta	  sensibilità,	  togliendo	  quindi	  la	  necessità	  
dello	  studio	  delle	  urine	  delle	  24h	  quando	  si	  fa	  lo	  screening	  per	  il	  mieloma	  multiplo.	  	  
In	   secondo	   luogo,	   il	   dosaggio	   delle	   FLC	   ha	   un	   importante	   valore	   prognostico	   per	  
qualsiasi	   disordine	   plasmacellulare,	   inclusa	   la	   gammopatia	   monoclonale	   di	  
indeterminato	  significato,	  il	  mieloma	  e	  l’amiloidosi	  a	  catene	  leggere.	  	  
In	  terzo	  luogo,	  il	  dosaggio	  delle	  FLC	  permette	  un	  monitoraggio	  quantitativo	  dei	  pazienti	  
con	   disordini	   plasmacellulari	   oligosecretori,	   inclusi	   i	   pazienti	   con	   amiloidosi	   AL,	   il	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mieloma	  oligosecernente	  e	  all'incirca	  due	   terzi	  dei	  pazienti	   a	   cui	  precedentemente	  è	  
stato	   attribuito	   un	   mieloma	   non	   secretorio.	   Nei	   pazienti	   con	   amiloidosi	   (AL)	   e	   nei	  
pazienti	  con	  mieloma	  oligosecretorio,	  il	  dosaggio	  delle	  FLC	  è	  oltremodo	  essenziale.	  	  
Infine,	   il	  rapporto	  delle	  FLC	  è	  un	  parametro	  essenziale	  per	  documentare	  una	  rigorosa	  
risposta	  completa	  alla	  terapia	  in	  accordo	  con	  gli	  International	  Response	  Criteria.	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SCOPO	  DELLA	  TESI	  
	  
Lo	   scopo	   del	   nostro	   studio	   è	   quello	   di	   caratterizzare	   le	   catene	   leggere	   libere	   nei	  
pazienti	   con	   discrasie	   plasmacellulari,	   con	   particolare	   riferimento	   ai	   pazienti	   con	  
amiloidosi.	  Per	   fare	  questo	  abbiamo	  dapprima	  estratto	   i	  dati	   relativi	  a	  tutti	   i	   soggetti	  
che	  hanno	  eseguito	  il	  dosaggio	  delle	  catene	  leggere	  libere	  nel	  laboratorio	  di	  Patologia	  
Clinica	   dell’AOUP	   dal	   1	   Agosto	   2009	   al	   31	   Dicembre	   2014,	   operando	   su	   di	   essi	   una	  
analisi	  descrittiva	  ed	  estraendo	  i	  dati	  relativi	  a	  pazienti	  con	  amiloidosi	  AL	  accertata.	  Dal	  
momento	   che	   il	   livello	  quantitativo	  delle	   FLC	   assume	   importanza	   sia	   per	   la	   diagnosi,	  
che	  per	  il	  monitoraggio,	  nonché	  per	  la	  terapia	  dei	  pazienti,	  e	  poiché	  è	  noto	  che	  le	  FLC	  
possono	   essere	   presenti	   non	   solo	   come	   monomero,	   ma	   anche	   in	   varia	   forma	  
polimerizzata	   che	   può	   condizionare	   il	   dosaggio,	   abbiamo	   deciso	   di	   impostare	   un	  
percorso	   di	   caratterizzazione	   biochimica	   delle	   FLC.	   La	   caratterizzazione	   delle	   catene	  
leggere	   libere	  di	   campioni	  di	  pazienti	   con	  discrasia	  plasmacellulare	  è	   stata	  effettuata	  
mediante	  cromatografia	  per	  esclusione	  molecolare,	   tecnica	  che	  consente	  di	   separare	  
le	  proteine	  presenti	  in	  un	  campione	  in	  base	  alla	  massa	  molecolare.	  Dalla	  cromatografia	  
sono	   state	   raccolte	   delle	   frazioni	   di	   eluato	   sulle	   quali	   è	   stata	   eseguita	   la	  
determinazione	   delle	   catene	   leggere	   libere	   mediante	   nefelometria.	   Tramite	   la	  
cromatografia	   è	   stato	   possibile	   separare	   le	   proteine	   in	   base	   al	   peso	   molecolare.	  
Abbiamo	  scelto	  di	  lavorare	  su	  un	  range	  nel	  quale	  sono	  incluse	  anche	  le	  catene	  leggere	  
libere,	   le	   quali	   hanno	   una	   massa	   molecolare	   di	   25KDa.	   Attraverso	   il	   nefelometro	   è	  
stato	  poi	  possibile	  quantificare	  le	  catene	  leggere	  libere	  presenti.	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MATERIALI	  E	  METODI	  
Raccolta	  dei	  dati	  relativi	  alle	  catene	  leggere	  libere	  
Abbiamo	   ottenuto	   i	   dati	   utili	   per	   il	   nostro	   lavoro	   tramite	   il	   sistema	   gestionale	  
informatico	   denominato	   OpenLis	   in	   dotazione	   al	   nostro	   Laboratorio.	   Mediante	   una	  
query	   dedicata	   abbiamo	   raccolto	   i	   dati	   del	   dosaggio	   delle	   FLC	   relativi	   a	   soggetti	   che	  
avevano	   effettuato	   il	   dosaggio	   delle	   nella	   U.O	   Laboratorio	   di	   Patologia	   Clinica	   nel	  
periodo	   compreso	   tra	   il	   1	   agosto	   2009	   e	   il	   31	   dicembre	   2013	   ottenendo	  
2303determinazioni.	   I	   dati	   sono	   stati	   tabulati	   su	   foglio	   elettronico	   Excel	  mediante	   il	  
quale	  sono	  stati	  anche	  parzialmente	  elaborati.	   in	  modo	  da	  eliminare	  le	  ridondanze	  di	  
pazienti	  tornati	  più	  volte	  ad	  eseguire	  tale	  determinazione,	  ottenendo	  una	  solo	  risultato	  
-­‐	  	  il	  primo	  -­‐	  per	  ogni	  individuo.	  	  
Analisi	  dei	  dati	  
L’analisi	   descrittiva	  dei	  dati	   estratti	   dal	  database	  è	   stata	  eseguita	  mediante	   software	  
PRISM	   5	   per	   Mac	   OSX.	   Anche	   i	   relativi	   grafici	   sono	   stati	   prodotti	   mediante	   tale	  
applicativo.	  
Campioni	  
I	  campioni	  di	  plasma	  sono	  stati	  ottenuti	  da	  pazienti	  affetti	  da	  gammopatie	  monoclonali	  
dei	  quali	  era	  stato	  inviato	  il	  campione	  al	  laboratorio	  per	  la	  quantificazione	  delle	  catene	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leggere	  libere	  e	  che	  hanno	  presentato	  valori	  elevati	  di	  catene	  leggere	  libere	  lambda	  o	  
kappa.	   I	   campioni	   di	   sangue	   venoso,	   raccolti	   in	   presenza	   di	   litio	   eparina	   come	  
anticoagulante,	  sono	  stati	  centrifugati	  a	  3500g	  per	  3	  minuti	  a	  temperatura	  ambiente;	  il	  
plasma	   cosi	   ottenuto	   separato	   dalla	   componente	   cellulare	   è	   stato	   conservato	   a	   4°C	  
fino	  al	  dosaggio.	  	  
Separazione	  mediante	  FPLC	  (cromatografia	  veloce	  per	  la	  separazione	  di	  
miscele	  proteiche)	  
La	  separazione	  delle	  catene	  leggere	  è	  stata	  eseguita	  su	  campioni	  di	  plasma	  	  mediante	  
l’impiego	   di	   un	   sistema	   FPLC	   (fast	   protein	   liquid	   chromatography,	   AKTA	   purifier,	   GE	  
Healthcare)	   dotato	   di	   una	   colonna	   cromatografica	   ad	   esclusione	   molecolare	   ed	   un	  
rilevatore	  UV	  UV-­‐900	  (GE	  Healthcare	  Europe)	  (Wang	  F	  et	  Al	  2012).	  
La	  cromatografia	  ad	  esclusione	  molecolare	  sfrutta	   le	  proprietà	  di	  setaccio	  molecolare	  
che	   sono	   proprie	   di	   numerosi	   materiali	   porosi,	   ovvero	   composti	   organici	   polimerici	  
che,	  mediante	  legami	  crociati,	  formano	  una	  rete	  tridimensionale	  di	  pori	  che	  conferisce	  
loro	  le	  proprietà	  di	  un	  gel.	  Questa	  colonna	  di	  particelle	  di	  gel	  si	  trova	  in	  equilibrio	  con	  
una	   fase	   mobile	   adatta	   per	   la	   separazione	   voluta,	   che	   fluisce	   sulla	   fase	   stazionaria	  
inclusa	   nella	   matrice	   polimerica	   impaccata	   all’interno	   di	   una	   colonna	   di	   vetro.	   Le	  
molecole	   più	   grosse	   saranno	   completamente	   escluse	   dai	   pori	   e	   quindi	   passeranno	  
attraverso	  gli	  spazi	   interstiziali	  e	  compariranno	  per	  prime	  nell’eluato;	   le	  molecole	  più	  
piccole,	  invece,	  si	  distribuiranno	  tra	  la	  fase	  mobile	  all’interno	  e	  all’esterno	  del	  setaccio	  
molecolare	   e	   perciò	   transiteranno	   in	   colonna	   con	   una	   velocità	   inferiore,	   eluendo	  
quindi	   per	   ultime.	   La	   quota	   di	   fase	   mobile	   assorbita	   dal	   gel	   che	   risulta	   accessibile	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all’analita	   dipende	   dalla	   porosità	   del	   gel	   e	   dalla	   dimensione	   della	   molecola	   stessa;	  
quindi	  la	  distribuzione	  di	  un	  analita	  in	  una	  colonna	  dipende	  esclusivamente	  dal	  volume	  
complessivo	  di	  fase	  mobile,	  sia	   interno	  che	  esterno	  alle	  particelle	  di	  gel	  al	  quale	  esso	  
può	  accedere.	  Per	  ogni	  tipo	  di	  gel,	  il	  coefficiente	  di	  distribuzione	  Kd	  per	  un	  certo	  analita	  
tra	   fase	   mobile	   interna	   ed	   esterna	   dipende	   dalle	   sue	   dimensioni:	   se	   la	   molecola	   di	  
analita	  è	  grande	  e	  perciò	  completamente	  esclusa	  dalla	  fase	  mobile	  presente	  all’interno	  
del	  gel,	  si	  avrà	  Kd=	  0,	  mentre	  se	  l’analita	  è	  sufficientemente	  piccolo	  da	  avere	  completo	  
accesso	  alla	  fase	  mobile	  interna,	  sarà	  Kd	  =	  1.	  	  
Per	   questo	   studio	   è	   stata	   utilizzata	   la	   colonna	   cromatografica	   per	   esclusione	  
molecolare	  impaccata	  con	  resina	  Superdex	  75	  (GE	  Healthcare	  Europe)	  che	  permette	  la	  
separazione	   delle	   componenti	   plasmatiche	   in	   base	   al	   loro	   peso	   molecolare	   in	   un	  
intervallo	  compreso	  tra	  75	  e	  3	  KDa.	  La	  corrispondenza	  tra	  volume	  di	  eluizione	  e	  peso	  
molecolare	   è	   stata	   stabilita	   utilizzando	   le	   proteine	   purificate	   con	   massa	   molecolare	  
nota	  riportate	  nella	  tabella	  seguente:	  
Standard	  proteici	  utilizzati	  per	  la	  calibrazione	  della	  colonna	  
	   Ve	  (ml)	   Kav	   PM	  (Da)	   Log	  PM	  
Concentrazione	  
proteina	  
(mg/ml)	  
Vtot	  (ml)	   24	   	   	   	   	  
V0	  (ml)	   8,5	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Aprotinina	   15,3	   0,44	   6500	   3,81	   3,0	  
Ribonucleasi	  A	   13,9	   0,35	   13700	   4,14	   3,0	  
Anidrasi	  Carbonica	   12,4	   0,25	   29000	   4,46	   3,0	  
Ovoalbumina	   11,18	   0,17	   44000	   4,64	   4,0	  
Conalbumina	   10,2	   0,11	   75000	   4,88	   3,0	  
Ve:	   volume	   di	   eluizione;	   Vtot:	   volume	   totale	   della	   colonna;	   V0:	   volume	   vuoto;	   PM:	   peso	  
molecolare,	  Kav:	  coefficiente	  di	  partizione	  
	  
Il	  volume	  vuoto	  (V0)	  della	  colonna	  corrisponde	  al	  volume	  di	  eluizione	  del	  picco	  del	  blu	  
destrano	   che	  è	   stato	  determinato	   iniettando	  0,02	  ml	  di	  una	   soluzione	   concentrata	  1	  
mg/ml	  e	  monitorando	   l’eluato	  a	  280	  nm.	  Per	  ogni	  preparazione	  di	  proteina	  standard	  
sono	  stati	  iniettati	  0.020	  ml	  di	  una	  soluzione	  preparata	  alla	  concentrazione	  riportata	  in	  
tabella	   l’eluato	   è	   stato	  monitorato	   a	   280	   nm	  per	   determinare	   il	   volume	  di	   eluizione	  
(Ve)di	  ogni	  singola	  proteina.	  Quindi,	  per	  ogni	  proteina,	  è	  stato	  calcolato	  il	  coefficiente	  
di	  partizione	  (Kav)	  secondo	   la	   formula	  Kav	  =	   (Ve	  –	  V0)	  /	   (Vtot	  –	  V0)	  e	  costruito	   il	  grafico	  
(logPM,	  Kav)	  dal	  quale	  è	   stata	  calcolata	   la	   retta	  di	   regressione	   lineare	  che	  descrive	   la	  
relazione	  tra	   i	  due	  parametri,	  come	  riportato	  nella	  figura	  seguente.	  Tale	  retta	  è	  stata	  
utilizzata	  per	  individuare	  i	  Ve	  corrispondenti	  ai	  pesi	  molecolari	  di	  50000	  Da	  (11,50	  ml)	  e	  
25000	  Da	  (12,94	  ml)	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I	  campioni	  di	  plasma	  selezionati	  sono	  stati	  centrifugati	  a	  10000g	  per	  10	  minuti,	  quindi	  
0,1	   ml	   di	   sovranatante	   è	   stato	   iniettato	   nella	   colonna	   cromatografica	   e	   separato	  
mediante	   una	   eluizione	   isocratica,	   al	   flusso	   di	   0,5	   ml/min,	   con	   un	   tampone	   sodio	  
fosfato	  0,1	  mol/L	  (pH	  7,4)	  contenente	  NaCl	  0,2	  mol/L	  e	  0,1	  mmol/L	  di	  EDTA.	  L’eluizione	  
delle	   componenti	   proteiche	   dei	   campioni	   è	   stata	   monitorata	   in	   continuo	   con	   un	  
rivelatore	  UV	  alla	  lunghezza	  d’onda	  di	  280	  nm.	  L’eluato	  è	  stato	  raccolto	  in	  frazioni	  da	  
0,5	  ml.	  È	   stata	  quindi	   ricercata	   la	   concentrazione	  delle	   catene	   leggere	  con	   il	  metodo	  
del	   nefelometro	   sulle	   frazioni	   corrispondenti	   ai	   volumi	   di	   eluizione	   inclusi	   tra	   7	   ml,	  
corrispondente	   al	   volume	   vuoto	   della	   colonna	   e	   che	   raccoglie	   molecole	   di	   peso	  
superiore	  ai	  100	  KDa,	  e	  15	  ml,	  volume	  al	  quale	  eluiscono	  specie	  con	  peso	  molecolare	  di	  
circa	  9300	  Da.	  	  
	  
y = -0.3149x + 1.6455 
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Quantificazione	  delle	  catene	  leggere	  libere	  mediante	  nefelometria	  
La	  concentrazione	  di	  FLC	  viene	  ricercata	  mediante	  nefelometria	  su	  nefelometro	  BNII	  di	  
Siemens.	  La	  nefelometria	  consente	  una	  valutazione	  quantitativa	  degli	  analiti	  mediante	  
reazione	   immunochimica.	   	   Il	   reattivo	   è	   costituito	   da	   un	   anticorpo	   diretto	   contro	  
l’analita	   da	   ricercare	   che	   viene	   messo	   ad	   incubare	   con	   il	   campione	   di	   plasma	  
opportunamente	  diluito	  per	  consentire	  la	  formazione	  di	  complessi	  antigene-­‐anticorpo.	  
Con	  un	  diodo	  luminoso	  viene	  generato	  un	  fascio	  di	  luce	  	  con	  una	  lunghezza	  d’onda	  	  di	  
840	   nm,	   che	   attraversa	   la	   cuvetta	   di	   lettura.	   La	   luce	   viene	   diffusa	   dagli	  
immunocomplessi	  presenti.	   Infatti	   si	  mette	  a	   incubare	  una	  quantità	  di	  anticorpo	  con	  
una	   adeguata	   diluizione	   di	   campione	   in	   modo	   da	   consentire	   la	   formazione	   di	  
immunocomplessi	   di	   dimensioni	   ottimali	   per	   la	   diffusione	   secondo	   uno	   specifico	  
angolo.	   Il	   detector	   è	  posto	   ad	  quella	   specifica	   angolazione	  e	  misura	  pertanto	   la	   luce	  
diffusa	   verso	   quella	   direzione	   dai	   complessi	   antigene-­‐anticorpo.	   La	   distribuzione	  
dell’intensità	  della	   luce	  diffusa	  dipende	  dal	  rapporto	  tra	   le	  dimensioni	  delle	  particelle	  
dei	  complessi	  antigene-­‐anticorpo	  e	  la	  lunghezza	  d’onda	  di	  lettura.	  L’intensità	  della	  luce	  
diffusa	  misurata	  è,	   in	   condizioni	   controllate,	  proporzionale	  alla	  quantità	  di	   complessi	  
antigene-­‐anticorpo	   nel	   campione.	   La	   misurazione	   iniziale	   corrisponde	   al	   momento	  
iniziale	   nel	   quale	   vengono	   miscelati	   antigene	   e	   anticorpo	   e	   ancora	   non	   si	   sono	  
realizzati	   immunocomplessi.	   La	   misurazione	   finale	   viene	   eseguita	   al	   termine	   della	  
incubazione	   quando	   i	   complessi	   antigene-­‐anticorpo	   si	   sono	   formati.	   Il	   risultato	   si	  
calcola	  mediante	   sottrazione	  della	  misurazione	   iniziale	  dalla	  misurazione	   finale.	  Se	   la	  
quantità	  di	  anticorpo	  rimane	  costante,	  il	  segnale	  si	  comporta	  in	  maniera	  proporzionale	  
alla	   quantità	   di	   antigene.	   Con	   un	   calibratore	   con	   una	   quantità	   nota	   di	   analita	   viene	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approntatata	   una	   curva	   di	   calibrazione	   sulla	   quale	   possono	   essere	   valutati	   i	   segnali	  
della	  luce	  diffusa	  dei	  campioni	  per	  calcolarli	  come	  concentrazione	  di	  antigeni.	  	  
	  
Il	   kit	   usato	   per	   la	   quantificazione	   è	   prodotto	   dalla	   ditta	   TheBindingSite	   (The	   Binding	  
Site	   Group	   Ltd,	   Birmingham,	   UK),	   nella	   versione	   adatta	   per	   essere	   adoperata	   sul	  
nefelometro	  BNII	  della	  Siemens	  in	  dotazione	  al	  nostro	  Laboratorio.	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RISULTATI	  
	  
RACCOLTA	  ED	  ELABORAZIONE	  DEI	  DATI	  
Distribuzione	  di	  frequenza	  di	  tutte	  le	  determinazioni	  per	  FLC	  eseguite	  nel	  
Laboratorio	  
Abbiamo	   ottenuto	   i	   dati	   utili	   per	   il	   nostro	   lavoro	   tramite	   il	   sistema	   gestionale	  
denominato	   OpenLis	   in	   uso	   al	   Laboratorio.	   Mediante	   una	   query	   dedicata	   abbiamo	  
raccolto	  i	  dati	  relativi	  a	  soggetti	  che	  avevano	  effettuato	  il	  dosaggio	  delle	  FLC	  nella	  U.O	  
Laboratorio	   di	   Patologia	   Clinica	   nel	   periodo	   compreso	   tra	   il	   1	   agosto	   2009	   e	   il	   31	  
dicembre	   2013	   ottenendo	   2303	   determinazioni.	   Dal	   momento	   che	   il	   laboratorio	  
rappresenta	   un	   presidio	   ove	   si	   rivolgono	   numerosi	   pazienti	   con	   discrasia	  
plasmacellulare	   per	   il	   controllo	   degli	   esami	   ematochimici,	   una	   copia	   di	   questi	   dati	   è	  
stata	   elaborata	   in	   modo	   da	   eliminare	   le	   ridondanze	   ottenendo	   una	   sola	  
determinazione	   -­‐	   	   la	   prima	   -­‐	   per	  ogni	   individuo.	  Abbiamo	   così	   ottenuto1366	   risultati	  
corrispondenti	   ad	   altrettanti	   diversi	   soggetti.	   Sul	   totale	   delle	   determinazioni	   e	   sul	  
database	   dei	   dati	   con	   un	   solo	   prelievo	   per	   paziente	   abbiamo	   effettuato	   l’analisi	  
descrittiva	  dei	  dati	  raccolti	  con	  software	  PRISM	  5	  per	  Mac	  OSX.	  	  
	  
Il	  primo	  grafico	  riporta	  la	  distribuzione	  di	  frequenza	  delle	  catene	  leggere	  libere	  kappa	  e	  
lambda	   di	   tutti	   i	   pazienti	   del	   nostro	   database.	   Per	   rendere	   meglio	   apprezzabile	   la	  
distribuzione	   sono	   stati	   tolti	   i	   valori	   più	   elevati	   in	   modo	   da	   consentire	   una	  
visualizzazione	  migliore	  della	  distribuzione.	  
	   47	  
FLC	  kappa=	  2236	  (2303	  meno	  67	  valori	  oltre	  i	  100	  mg/dl)	  
FLC	  lambda	  =	  2258	  (2303	  meno	  45	  valori	  oltre	  i	  100	  mg/dl)	  
	  
	  
Si	   può	  notare	   come	   la	  distribuzione	  non	   sia	  normale	  e	  pertanto	  è	   stata	  operata	  una	  
trasformazione	   logaritmica	   i	   cui	   risultati	   sono	   riportati	   nella	   prossima	   figura	   ,	  
trasformando	  tutti	  i	  2303	  valori.	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La	  trasformazione	  logaritmica	  ha	  consentito	  di	  ottenere	  in	  entrambi	  i	  casi	  una	  curva	  di	  
distribuzione	  normale.	  
Per	   una	   migliore	   leggibilità,	   le	   distribuzioni	   del	   ratio	   delle	   FLC	   sono	   state	   valutate	  
separando	   quelli	   con	   ratio	   nel	   range	   di	   normalità	   (0,26-­‐1,65)	   da	   quelle	   con	   ratio	  
minore	   o	   maggiore	   di	   FLC	   per	   i	   quali	   è	   possibile	   ragionevolmente	   ipotizzare	   una	  
discrasia	  plasmacellulare	  rispettivamente	  di	  tipo	  lambda	  o	  kappa.	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La	  numerosità	  dei	   tre	  gruppi	  è	   rispettivamente	  di	  1122	  per	  quelli	   con	  normale	   ratio,	  
400	   con	  prevalenza	   lambda	   e	   781	   con	  prevalenza	   kappa	   (visibili	   solo	   659)	   indicando	  
una	   apparente	   maggior	   frequenza	   di	   discrasie	   di	   tipo	   kappa.Si	   può	   notare	   che	  
all’interno	  del	  range	  di	  normalità	  la	  distribuzione	  è	  già	  gaussiana,	  a	  differenza	  dei	  valori	  
ove	  risulta	  una	  prevalenza	  patologica	  dell’una	  o	  dell’altra	  catena.	  
Una	   visione	   più	   immediata	   della	   distribuzione	   dei	   dati	   dei	   pazienti	   può	   essere	  
rappresentata	  come	  segue	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Distribuzione	  di	  frequenza	  dei	  valori	  di	  tutti	  i	  soggetti	  che	  hanno	  eseguito	  un	  
test	  per	  FLC	  
L’insieme	  dei	  nostri	  dati	  è	  stato	  quindi	  scremato	  delle	  ripetizioni	  eseguite	  per	  controllo	  
dei	   diversi	   pazienti,	   trattenendo	   solo	   il	   primo	   prelievo	   di	   ognuno.	   Abbiamo	   quindi	  
ottenuto	  un	  nuovo	  database	  contenente	  1366	  dati	  sui	  quali	  è	  stata	  operata	   la	  stessa	  
analisi	  descrittiva.	  I	  rispettivi	  grafici	  sono	  i	  seguenti.	  
	  
	  
FLC	  kappa=	  1333	  (1366	  meno	  33	  valori	  oltre	  i	  100	  mg/dl)	  
FLC	  lambda	  =	  1350	  (1366	  meno	  15	  valori	  oltre	  i	  100	  mg/dl)	  
Dopo	  trasformazione	  logaritmica	  dei	  dati	  (n=1366)	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I	  ratio	  sono	  i	  seguenti	  
	  
	  
Qui	  la	  numerosità	  dei	  tre	  gruppi	  è	  rispettivamente	  di	  179	  con	  prevalenza	  lambda,	  772	  
con	  ratio	  normale,	  e	  415	  con	  prevalenza	  kappa	  (solo	  364	  visibili	  per	  migliore	  leggibilità)	  
confermando	  la	  maggior	  frequenza	  di	  discrasie	  di	  tipo	  kappa.	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La	  distribuzione	  dei	  dati	  rapportando	  le	  kappa	  alle	  lambda	  è	  la	  seguente	  	  
	  
	  
Distribuzione	  di	  frequenza	  dei	  valori	  di	  tutti	  i	  soggetti	  con	  amiloidosi	  
Dal	  nostro	  database	  sono	  stati	  estratti	  i	  dati	  di	  un	  numero	  limitato	  (n	  =	  39)	  di	  pazienti	  
con	  diagnosi	  accertata	  di	  amiloidosi	  AL,	  e	  anche	  su	  tali	  pazienti	  abbiamo	  effettuato	  la	  
distribuzione	  di	  frequenza	  per	  le	  catene	  leggere	  libere	  (escludendo	  nel	  grafico	  solo	  due	  
pazienti	   con	   valori	   di	   FLC	   kappa	  molto	   elevati),	   creando	   i	   grafici	   che	   visualizzano	   la	  
distribuzione	  ed	  anche	  la	  trasformazione	  logaritmica	  di	  tali	  dati.	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Dopo	  trasformazione	  logaritmica	  
	  
Questa	  volta	  non	  sembra	  così	  evidente	  la	  trasformazione	  in	  distribuzione	  normale,	  ma	  
è	  probabile	  che	  ciò	  sia	  dovuto	  al	  limitato	  numero	  dei	  dati.	  
	  
I	   grafici	   del	   rapporto	   kappa/lambda	   risentono	   del	   numero	   limitato	   di	   pazienti,	  
rispettivamente	  con	  numerosità	  dei	  tre	  gruppi	  rispettivamente	  di	  25	  con	  valori	  di	  ratio	  
normali,	   10	   con	   prevalenza	   lambda	   e	   solo	   4	   con	   prevalenza	   kappa,	   indicando	   per	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questa	  patologia,	  una	  apparente	  maggior	  frequenza	  di	  discrasie	  di	  tipo	  lambda,	  come	  
peraltro	   già	   segnalato	   in	   letteratura.	   La	   distribuzione	   delle	   catene	   leggere	   dei	  
campioni,	  anche	  se	  in	  limitato	  numero,	  confermano	  il	  dato.	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SEPARAZIONE	  DELLE	  FLC	  MEDIANTE	  ESCLUSIONE	  MOLECOLARE	  E	  LORO	  
CARATTERIZZAZIONE	  
Abbiamo	   in	   seguito	   valutato	  alcuni	   campioni	  per	   la	   separazione	  delle	   catene	   leggere	  
libere	   lambda	  o	   kappa	  per	  meglio	   caratterizzarle.	  Per	  questa	  parte	  del	  nostro	   studio	  
abbiamo	  utilizzato	   il	  plasma	  di	  due	  pazienti	  affetti	  da	  gammopatia	  monoclonale,	  una	  
donna	   di	   51	   anni	   (NB)	   con	   mieloma	   IgG/kappa	   e	   un	   uomo	   di	   70	   anni	   (ADS)	   con	  
mieloma	   a	   catene	   leggere	   di	   tipo	   lambda.	   I	   campioni	   scelti	   presentavano	   i	   seguenti	  
valori	   relativi	   agli	   anticorpi,	   alle	   catene	   leggere	   libere	   totali	   e	   libere,	   tutti	   dosati	   con	  
metodica	  nefelometrica:	  
Paziente	  NB	  
IgG	  
mg/dl	  
IgA	  
mg/dl	  
IgM	  
mg/dl	  
Kappa	  	  
mg/dl	  
Lambda	  	  
mg/dl	  
FLC	  kappa	  	  
mg/dl	  
FLC	  lambda	  	  
mg/dl	  
959	   35	   19	   291,0	   42,7	   203,00	   0,642	  
	  
Paziente	  ADS	  
IgG	  
mg/dl	  
IgA	  
mg/dl	  
IgM	  
mg/dl	  
Kappa	  	  
mg/dl	  
Lambda	  	  
mg/dl	  
FLC	  kappa	  	  
mg/dl	  
FLC	  lambda	  	  
mg/dl	  
212	   26	   <	  18	   34,1	   225,0	   <0,027	   1160,000	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Abbiamo	  processato	  in	  cromatografia	  il	  primo	  campione,	  quello	  con	  eccesso	  di	  catene	  
leggere	  libere	  kappa	  (NB),	  dal	  quale	  abbiamo	  ottenuto	  il	  seguente	  cromatogramma:	  	  
	  
Il	   grafico	   rappresenta	   la	  distribuzione	  delle	  proteine	  del	  plasma	   frazionate	   in	  base	  al	  
peso	  molecolare.	  Le	  proteine	  con	  un	  peso	  molecolare	  maggiore	  di	  100	  KDa	  eluiscono	  
tra	   il	   volume	   vuoto	   di	   8,5	   ml	   e	   10	   ml,	   poi	   si	   evidenzia	   un	   picco	   che	   rappresenta	  
l’albumina,	   la	   proteina	   più	   abbondante	   nel	   plasma,	   in	   corrispondenza	   del	   peso	  
molecolare	   di	   69	   KDa.	   La	   lettura	   in	   UV	   scende	   velocemente	   fino	   al	   volume	   11,5	  ml	  
corrispondente	   al	   peso	  molecolare	   di	   50	   KDa	   dove	   si	   osserva	   una	   piccola	   curvatura	  
dove	  si	  presume	  che	  siano	  presenti	  i	  dimeri	  delle	  catene	  leggere	  libere.	  Oltre	  il	  volume	  
11,6	  ml	  il	  grafico	  corre	  apparentemente	  parallelo	  all’ascissa	  fino	  ad	  arrivare	  al	  volume	  
corrispondente	  a	  25	  ml	  dove	  si	  osserva	  un	  piccolo	  picco	  che	  corrisponde	  alle	  proteine	  
con	  peso	  molecolare	  inferiore	  a	  5	  KDa.	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È	  stata	  quindi	  eseguita	   la	  misurazione	  delle	  catene	   leggere	   libere	  di	  tipo	  kappa	  con	   il	  
metodo	  del	  nefelometro	   sulle	   frazioni	  dalla	  16	  alla	  30,	  ottenendo	   il	   seguente	  grafico	  
che	  evidenzia	  un	  unico	  picco	   in	  corrispondenza	  delle	   frazioni	  ove	  sono	  state	   raccolte	  
proteine	  di	  peso	  molecolare	  intorno	  ai	  50	  KDa:	  
	  
	  
	  
	  
Le	   stesse	   frazioni	   sono	   state	   sottoposte	   a	   dosaggio	   per	   la	   ricerca	   ed	   eventuale	  
quantificazione	   di	   kappa	   totali	   con	   antisiero	   che	   in	   questo	   capolega	   sia	   le	   catene	  
leggere	  legate	  agli	  anticorpi	  sia	  quelle	  libere.	  Il	  grafico	  	  ottenuto	  è	  il	  seguente:	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Si	  può	  osservare	  un	  picco	   in	   corrispondenza	  delle	   frazioni	   corrispondenti	  ad	  un	  peso	  
molecolare	   superiore	   ai	   100	   KDa	   entro	   le	   quali	   sono	   contenuti	   gli	   anticorpi	   (peso	  
minimo	   150	   KDa).	   Il	   grafico	   dimostra	   un	   altro	   picco	   a	   livello	   della	   frazione	  
corrispondente	  al	  peso	  molecolare	  tra	  50	  e	  37,5	  KDa	  ove	  sono	  localizzati	  i	  dimeri.	  
	  
Per	   completezza	  abbiamo	  dosato	   le	   stesse	   frazioni	   con	  antisiero	  anti	   lambda	   totali	   e	  
nel	   grafico	   si	   può	   osservare	   il	   picco	   al	   livello	   delle	   frazioni	   con	   un	   peso	  molecolare	  
sopra	  100	  KDa,	  ovvero	  là	  dove	  hanno	  reagito	  gli	  anticorpi.	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Come	  si	  nota	  dalla	  scala,	  i	  valori	  per	  le	  catene	  lambda	  sono	  comunque	  molto	  bassi,	  ed	  
erano	  comunque	  attesi	  dal	  momento	  che	   la	  monoclonalità	  kappa	   inibisce	   la	  normale	  
produzione	  di	  immunoglobuline.	  
	  
	  
	  
NB lambda totali 
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Abbiamo	   quindi	   analizzato	   il	   campione	   del	   paziente	   ADS	   che	   aveva	   una	   clonalità	   a	  
catene	  leggere	  lambda,	  abbiamo	  processato	  il	  campione	  in	  FPLC	  ed	  abbiamo	  ottenuto	  
il	  cromatogramma	  seguente	  	  
	  
Anche	  questo	  grafico	  rappresenta	  la	  distribuzione	  delle	  proteine	  del	  plasma	  frazionate	  
in	  base	  al	  peso	  molecolare.	  Le	  proteine	  con	  un	  peso	  molecolare	  maggiore	  di	  100	  KDa	  
eluiscono	  anche	  in	  questo	  caso	  tra	  il	  volume	  vuoto	  di	  8,5	  ml	  e	  10	  ml,	  poi	  si	  evidenzia	  il	  
picco	  che	  rappresenta	  l’albumina	  in	  corrispondenza	  del	  peso	  molecolare	  di	  69	  KDa.	  
Si	  può	  notare	  che	  a	  differenza	  del	  grafico	  precedente,	  al	  volume	  di	  eluzione	  di	  11,5	  ml	  
si	   osserva	   la	   presenza	   di	   un	   altro	   picco	   ben	   evidente	   apparentemente	   ad	   un	   peso	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molecolare	   di	   50	   KDa,	   peso	   corrispondente	   ai	   dimeri	   di	   catene	   leggere.	   Dopo	   una	  
repentina	  discesa,	  l’andamento	  rimane	  abbastanza	  stabile	  fino	  al	  volume	  di	  25	  ml	  dove	  
si	  vede	  il	  piccolo	  picco	  che	  rappresenta	  le	  proteine	  del	  plasma	  con	  un	  peso	  inferiore	  a	  5	  
KDa,	  ma	  prima,	   a	   13,3	  ml,	   è	   possibile	   notare	  un	   lieve	   rialzo	  dell’assorbimento	   in	  UV	  
corrispondente	  a	  proteine	  con	  peso	  molecolare	  di	  13	  KDa.	  
	  
Sulle	   frazioni	   dalla	   16	   alla	   30,	   corrispondenti	   ai	   pesi	  molecolari	   di	   nostro	   interesse	   è	  
stata	  quindi	  eseguita	  la	  caratterizzazione	  delle	  catene	  leggere.	  
	  
	  
ADS FLC lambda 
14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30
0
20000
40000
60000
80000
100000
120000
frazioni
m
cg
/d
l
	   62	  
L’antisiero	  rileva	  una	  minima	  quantità	  di	  FLC	  in	  corrispondenza	  delle	  frazioni	  tra	  100	  e	  
75	  KDa	  (frazioni	  19	  e	  20),	  ma	  il	  maggior	  picco	  si	  osserva	  nelle	  frazioni	  in	  corrispondenza	  
di	  un	  peso	  molecolare	  di	  50	  KDa	  e	  poco	  meno	  (frazioni	  22,	  23	  e	  24),	  che	  corrisponde	  al	  
peso	   molecolare	   dei	   dimeri	   delle	   catene	   leggere	   libere.	   In	   corrispondenza	   del	   peso	  
molecolare	   delle	   catene	   leggere	   libere	   non	   polimerizzate	   la	   concentrazione	   rilevata	  
torna	   ad	   essere	  molto	   bassa	   (frazione	  25).	  Un	  nuovo	   leggero	   rialzo	   si	   può	  osservare	  
nella	   frazione	   in	   corrispondenza	   del	   peso	   molecolare	   di	   12,5	   KDa,	   potenzialmente	  
equivalente	  a	  quello	  di	  un	  singolo	  domain	  di	  catena	  leggera.	  	  
Abbiamo	   quindi	   saggiato	   le	   stesse	   frazioni	   con	   l’antisiero	   per	   lambda	   totali.	   I	   valori	  
ottenuti	  sono	  rappresentati	  nel	  seguente	  grafico:	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Si	   può	   osservare	   un	   picco	   sulle	   frazioni	   contenenti	   proteine	   di	   peso	   molecolare	  
superiore	   a	   100	  KDa	   cioè	   in	  quelle	   contenenti	   anticorpi,	   responsabili	   della	   reattività.	  
Come	   per	   il	   dosaggio	   delle	   FLC	   lambda,	   si	   osserva	   invece	   un	   picco	   maggiore	   in	  
corrispondenza	  delle	  frazioni	  contenenti	  proteine	  di	  peso	  molecolare	  50	  KDa.	  Il	  grafico	  
dimostra	  un	  altro	  picco	  in	  corrispondenza	  delle	  frazioni	  di	  peso	  molecolare	  12,5	  k	  Da.	  
Sulle	  stesse	  frazioni	  del	  paziente	  ADS	  abbiamo	  per	  completezza	  dosato	  anche	  le	  catene	  
kappa	  totali	  e	  come	  dimostra	  il	  grafico	  si	  osserva	  un	  solo	  picco	  al	   livello	  delle	  frazioni	  
corrispondenti	   al	   peso	  molecolare	   oltre	   i	   100	   KDa	   e	   nessuna	   reattività	   si	   vede	   nelle	  
frazioni	  corrispondenti	  alle	  catene	  leggere	  libere,	  né	  monomeri,	  né	  dimeri.	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Nella	   discussione	   i	   grafici	   sono	   riportati	   con	   sovrapposizioni	   utili	   ai	   fini	   delle	  
considerazioni.	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DISCUSSIONE	  
	  
Le	   discrasie	   plasmacellulari	   sono	   un	   gruppo	   di	   patologie	   caratterizzate	   dalla	  
proliferazione	   incontrollata	   di	   un	   clone	   plasmacellulare	   che	   produce	   una	  
immunoglobulina	  intera	  	  o	  parte	  di	  essa.	  È	  compreso	  in	  questo	  gruppo	  l’amiloidosi	  AL,	  
patologia	   multiorgano	   relativamente	   rara,	   caratterizzata	   dalla	   deposizione	  
extracellulare	   di	   proteine	   fibrillari	   insolubili,	   con	   secondaria	   alterazione	  
dell’architettura	   e	   della	   funzione	   dei	   tessuti	   coinvolti.	   Nell’amiloidosi	   AL	   la	   proteina	  
precursore	  è	  costituita	  da	  catene	  leggere	  libere	  (FLC)	  delle	  immunoglobuline.	  È	  ancora	  
oscuro	   il	   motivo	   per	   cui	   alcune	   catene	   leggere	   possono	   aggregarsi	   e	   dar	   luogo	   a	  
depositi	  di	  amiloide	  ed	  altre	  no.	  Lo	  scopo	  del	  nostro	  studio	  è	  stato	  quello	  di	  tentare	  di	  
caratterizzare	  biochimicamente	   le	   catene	   leggere	   libere	   kappa	  e	   lambda	  nei	   pazienti	  
con	  discrasie	  plasmacellulari	  per	  individuare	  il	  loro	  potenziale	  amiloidogenico.	  
Siamo	  quindi	  partiti	  dai	  dati	   che	  potevamo	  ricavare	  da	  una	  estrazione	  di	   risultati	  dal	  
software	   gestionale	   di	   laboratorio	   per	   vedere	   se	   dal	   punto	   di	   vista	   della	  
caratterizzazione,	   i	   pazienti	   con	   amiloidosi	   diagnosticata	   potevano	   presentare	   una	  
distribuzione	  dei	   risultati	   diversa	  da	  quella	  della	  popolazione	  normale,	  ma	   il	   numero	  
dei	  pazienti	   con	  amiloidosi	  accertata	  era	  per	   il	  momento	   troppo	   limitato	  per	   tentare	  
valutazione	   statistica	   che	   andasse	   oltre	   la	   semplice	   constatazione	   già	   riportata	   in	  
letteratura	   secondo	   cui	   i	   pazienti	   con	   amiloidosi	   presentano	   una	   prevalenza	   di	  
monoclonalità	   lambda	   invece	   che	   kappa.	   In	   attesa	   quindi	   di	   raggiungere	   un	  maggior	  
numero	  di	  pazienti	   ci	   siamo	  orientati	  allo	   studio	  biochimico	  delle	  catene	   leggere,	  dal	  
momento	  che	  alcuni	   studi	   segnalavano	  che	   il	  potenziale	  amiloidogenico	  delle	   catene	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leggere	   nella	   amiloidosi	   AL	   poteva	   essere	   legato	   alla	   loro	   possibilità	   di	   aggregarsi	   in	  
polimeri.	  Questo,	  associato	  alle	   segnalazioni	  di	  possibili	   inaccuratezze	  sui	   risultati	  dei	  	  
test	  specifici	  per	  il	  dosaggio	  delle	  FLC	  proprio	  legate	  alla	  aggregazione	  in	  multimeri,	  ci	  
ha	   spinti	   a	   tentare	   un	   approccio	   alternativo	   per	   una	   migliore	   caratterizzazione	  
biochimica	  delle	  FLC.	  
Per	  caratterizzare	  dal	  punto	  di	  vista	  biochimico	  le	  catene	  leggere	  libere	  dei	  pazienti	  con	  
discrasia	  plasmacellulare	  abbiamo	  deciso	  di	  separarle	  sulla	  base	  del	  peso	  molecolare	  e	  
quindi	   quantificarle	   nel	   nostro	   laboratorio.	   Per	   questo	   abbiamo	   sfruttato	   la	   tecnica	  
FPLC	  su	  una	  colonna	  per	  esclusione	  molecolare	  per	  separare	   le	  catene	   leggere	   libere	  
da	  quelle	  che,	  pur	  libere,	  possono	  essere	  andate	  incontro	  a	  polimerizzazione.	  Abbiamo	  
poi	  dosato	  sulle	   frazioni	  di	   interesse	   le	  catene	   leggere	  con	  antisieri	  differenti,	  ovvero	  
con	   l’antisiero	   per	   le	   catene	   leggere	   libere,	   con	   gli	   antisieri	   per	   le	   catene	   kappa	   e	  
lambda	   dirette	   contro	   determinanti	   comuni	   alla	   catene	   leggere	   libere	   e	   legate	   agli	  
anticorpi.	  I	  risultati	  sono	  visibili	  sui	  grafici	  cumulativi.	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Dalle	   frazioni	   ottenute	   sul	   primo	   campione	   (NB)	   proveniente	   da	   un	   paziente	   che	   ha	  
monoclonalità	  kappa,	  abbiamo	  potuto	  notare	  che	  l’antisiero	  per	  FLC	  kappa	  non	  rileva	  
catene	   leggere	   legate	   agli	   anticorpi,	   poiché	   non	   abbiamo	   avuto	   dosaggi	   significativi	  
sulle	   frazioni	   contenenti	   proteine	   di	   peso	   molecolare	   superiore	   ai	   100	   KDa.	   Si	   può	  
pertanto	  affermare	  che	  l’antisiero	  per	  catene	  leggere	  libere	  ha	  una	  buona	  specificità.	  Si	  
nota	   anche	   che	   le	   FLC	   kappa	   vengono	   rilevate	   tutte	   al	   peso	   molecolare	   di	   50	   KDa	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(frazioni	  22	  e	  23)	  e	  non	  al	  peso	  molecolare	  di	  25	  KDa	  (frazione	  25).	  Ciò	  non	  era	  atteso	  
poiché	   nella	   letteratura	   si	   dichiara	   che	   le	   FLC	   di	   tipo	   kappa	   si	   ritrovano	  
prevalentemente	  sotto	  forma	  di	  monomero	  (Kaplan	  B	  et	  Al,	  2011)	  e	  non	  di	  dimeri.	  
Per	   escludere	   la	   possibilità	   di	   avere	   disperso	   le	   catene	   monomero	   durante	   la	  
procedura	   di	   separazione,	   abbiamo	   fatto	   la	   somma	   stechiometrica	   delle	   FLC	   dosate	  
con	   l’antisiero	  specifico	  nelle	   frazioni	  confrontandolo	  con	   il	  valore	  delle	  FLC	  misurate	  
nel	  plasma:	  il	  valore	  della	  somma	  risulta	  paragonabile	  a	  quanto	  misurato	  direttamente	  
nel	  campione	  originario.	  	  Si	  deve	  quindi	  concludere	  che	  –	  almeno	  in	  questo	  campione	  –
le	  catene	  leggere	  libere	  si	  presentino	  prevalentemente	  sotto	  forma	  di	  dimero.	  
Il	   dosaggio	   delle	   stesse	   frazioni	   con	   antisiero	   anti-­‐kappa	   totali	   dimostra	   che	   tale	  
reattivo	  riesce	  ad	  legare	  le	  catene	  kappa	  legate	  agli	  anticorpi,	  poiché	  il	  grafico	  dimostra	  
un	  picco	  di	  reattività	  in	  corrispondenza	  dei	  pesi	  molecolari	  superiori	  a	  100	  KDa(frazioni	  
dalla	  16	  alla	  19)	  e	  le	  più	  piccole	  molecole	  di	  anticorpo	  circolante,	  le	  IgG,	  hanno	  un	  peso	  
molecolare	  intorno	  ai	  150	  KDa.	  Ciò	  è	  in	  accordo	  con	  il	  fatto	  che	  i	  valori	  degli	  anticorpi	  
complessivamente	   considerati	   in	   questo	   paziente	   sono	   presenti	   in	   discreta	   quantità,	  
anche	  se	  ai	  limiti	  bassi	  dei	  valori	  di	  riferimento.	  Come	  dimostra	  bene	  il	  grafico,	  a	  livello	  
dalla	  frazione	  22	  alla	  24	  si	  presenta	  un	  picco	  che	  corrisponde	  al	  peso	  molecolare	  tra	  50	  
a	  37,5	  KDa	  e	  ciò	  significa	  che	  l’antisiero	  anti	  catena	  kappa	  è	  in	  grado	  di	  legare	  non	  solo	  
le	   catene	   kappa	   legate	   agli	   anticorpi	   ma	   anche	   le	   catene	   leggere	   kappa	   libere,	   che	  
presentano	  evidentemente	   il	   bersaglio	   antigenico	  esposto	  anche	  quando	   la	   catena	  è	  
legata	  agli	  anticorpi.	  Colpisce	  il	  fatto	  che	  il	  picco	  di	  questo	  antisiero	  in	  corrispondenza	  
delle	  frazioni	  che	  contengono	  FLC	  risulti	  quantitativamente	  molto	  più	  basso	  di	  quello	  
rilevato	  dall’antisiero	  specifico	  per	  FLC,	  con	  una	  differenza	  di	  circa	  cinque	  volte.	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In	   seguito	   abbiamo	   effettuato	   il	   dosaggio	   delle	   stesse	   frazioni	   con	   antisiero	   anti-­‐
lambda	   senza	   specificità	   per	   le	   catene	   libere,	   che	   dimostra	   che	   il	   reattivo	   riesce	   ad	  
legare	   le	   catene	   lambda	   legate	   ai	   anticorpi,	   infatti	   il	   grafico	   dimostra	   un	   picco	   in	  
corrispondenza	   dei	   pesi	  molecolari	   superiori	   a	   100	   KDa,	   alla	   stessa	   altezza	   di	   quello	  
delle	  anti-­‐kappa.	  	  
Lo	   stesso	   tipo	   di	   dosaggio	   è	   stato	   compiuto	   sul	   campione	   del	   paziente	   ADS	   che	  
presentava	  una	  monoclonalità	  lambda.	  I	  risultati	  sono	  riassunti	  nel	  grafico:	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Anche	   per	   questo	   paziente,	   la	   separazione	   e	   caratterizzazione	   delle	   catene	   leggere	  
libere	   lambda	   nel	   campione	   ci	   consentono	   di	   rilevare	   la	  maggior	   parte	   di	   queste	   in	  
corrispondenza	  dei	   dimeri	   (50	  KDa),	   anche	   se	   in	  questo	   caso	  una	  minima	  quantità	   è	  
dosabile	  anche	  nelle	  frazioni	  di	  75	  e	  100	  KDa	  (frazione	  20	  e	  21).	  Potrebbero	  pertanto	  
essere	  presenti	  anche	  polimeri	  di	  ordine	  superiore	  a	  due,	  anche	  se	  in	  minore	  quantità.	  
Poco	  è	  rilevabile	  anche	  in	  questo	  caso	  sui	  25	  K	  Da.	  Da	  notare	  una	  quantità	  significativa	  
di	  reattività	  con	   il	   reattivo	  per	  FLC	  ad	  un	  peso	  molecolare	  di	  12,5	  K	  Da	  che	  potrebbe	  
rappresentare	   il	   peso	   molecolare	   di	   un	   singolo	   dominio	   di	   catena	   leggera.	   Ulteriori	  
studi	   con	   altre	   tecniche	   sono	   necessari	   per	   chiarire	   questo	   aspetto.	   È	   noto	   in	  
letteratura	  che	  le	  catene	  lambda	  libere	  tendono	  a	  presentarsi	  prevalentemente	  sotto	  
forma	  di	  dimeri	  (Kaplan	  B	  et	  Al	  2011),	  cosa	  quindi	  in	  accordo	  con	  il	  nostro	  dato.	  
Il	   dosaggio	   con	   antisiero	   diretto	   contro	   le	   lambda	   legate	   agli	   anticorpi	   fornisce	  
informazioni	  particolari:	  la	  prima	  cosa	  che	  si	  nota	  è	  che	  viene	  rilevata	  anche	  	  in	  questo	  
caso	  una	   reattività	   sopra	   i	   100	  KDa,	   il	   che	   significa	   che	   il	   reattivo	   riesce	  ad	   legare	   le	  
catene	   lambda	   legate	   agli	   anticorpi,	   anche	   se	   i	   valori	   di	   immunoglobuline	   di	   questo	  
paziente	   sono	   decisamente	   inferiori	   a	   quelli	   dell’altro	   paziente.	   Il	   reattivo	   conferma	  
peraltro	  la	  sua	  capacità	  di	  legare	  le	  catene	  leggere	  libere	  presenti	  in	  quantità	  in	  questo	  
campione,	  peraltro	  di	  nuovo	  ad	  un	  peso	  molecolare	  uguale	  a	  quello	  dei	  dimeri	  (come	  
rilevato	  dal	  reattivo	  per	  le	  FLC).	  Da	  notare	  che	  anche	  con	  questo	  antisiero	  si	  rileva	  una	  
reattività	  al	  peso	  molecolare	  di	  12,5	  KDa,	   rafforzando	   la	  possibilità	   che	  questa	  possa	  
essere	  dovuta	  ad	  un	  singolo	  dominio	  di	  catena	  leggera.	  Colpisce	  anche	  in	  questo	  caso	  
che	  livello	  di	  reattività	  dimostrato	  dall’antisiero	  che	  lega	  le	  catene	  legate	  agli	  anticorpi	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risulta	  a	   livello	  dei	  dimeri	   sorprendentemente	   inferiore	   (circa	  quattro	   volte)	   a	  quello	  
rilevato	  dal	   reattivo	  per	  dosare	   le	  FLC.	  Non	  è	  possibile	  con	  questi	   soli	  dati	  affermare	  
che	  sia	  il	  reattivo	  per	  lambda	  legate	  che	  sottostima	  o	  piuttosto	  il	  reattivo	  per	  FLC	  che	  
sovrastima	   la	   quantità	   di	   FLC,	   anche	   se	   ci	   sono	   in	   letteratura	   numerose	   evidenze	  
secondo	  le	  quali	  il	  reattivo	  da	  noi	  usato	  per	  le	  FLC,	  può	  sovrastimare	  le	  catene	  leggere	  
specialmente	  in	  presenza	  di	  multimeri	  (Tate	  J	  et	  Al,	  2009)	  
Il	   dosaggio	   delle	   stesse	   frazioni	   con	   antisiero	   anti-­‐kappa	   in	   grado	   di	   legare	   tutte	   le	  
catene	  leggere	  kappa	  dimostra	  che	  il	  reattivo	  riesce	  a	  quelle	  legate	  ai	  anticorpi,	  poiché	  
il	  grafico	  dimostra	  un	  picco	  in	  corrispondenza	  dei	  pesi	  molecolari	  superiori	  a	  100	  K	  Da,	  
mentre	  lo	  stesso	  reattivo	  non	  riesce	  a	  legare	  le	  catene	  leggere	  libere	  kappa,	  peraltro	  in	  
dosabili	   anche	   con	   l’antisiero	   specifico	   per	   FLC,	   poiché	   non	   compare	   alcun	   picco	   in	  
corrispondenza	  di	  alcun	  peso	  molecolare	  inferiori	  ai	  100	  KDa.	  
	  
Il	   presente	   lavoro	   finora	   illustrato	   rappresenta	   un	   importante	   passaggio	   per	   una	   più	  
precisa	   quantificazione	   delle	   catene	   leggere	   libere,	   elemento	   che	   abbiamo	   ritenuto	  
essenziale	   ai	   fini	   del	   migliore	   approccio	   ad	   una	   terapia	   efficace	   nei	   pazienti	   con	  
amiloidosi.	  Numerose	  sono	   infatti	   le	  evidenze	  che	   l’attuale	  metodo	  di	  dosaggio	  delle	  
FLC	   risenta	   di	   problematiche	   legate	   alla	   eterogeneità	   dell’analita	   da	   dosare,	  
principalmente	   dovuta	   all’unione	   di	   monomeri,	   nonché	   di	   possibili	   frammentazioni	  
delle	  catene	  stesse	  (Jenner	  E,	  2014;	  Tate	  J	  et	  Al,2009).	  
L’attuale	  terapia	  della	  amiloidosi	  sistemiche	  consiste	  nella	  riduzione	  della	  produzione	  
del	  precursore	  amiloidogenico	  circolante	  e,	  quando	  possibile,	  nella	  sua	  eliminazione.	  In	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particolare,	   nell’amiloidosi	   AL,	   la	   riduzione	   mediante	   chemoterapia	   della	  
concentrazione	  delle	   catene	   leggere	   libere	   amiloidogeniche	   circolanti	   si	   associa	   a	   un	  
miglioramento	   della	   funzionalità	   cardiaca	   e	   ad	   un	   aumento	   della	   sopravvivenza	  
(Palladini	  G,	  et	  Al,	  2006;	  Lachmann	  HJ,	  et	  Al,	  2003;	  Guan	  J	  et	  Al,	  2012;	  Kapoor	  P	  et	  Al,	  
2012).	  Infatti	  i	  depositi	  di	  amiloide	  possono	  essere	  riassorbiti	  e	  la	  disfunzione	  d'organo	  
può	   regredire	   se	   la	   sintesi	   del	   precursore	   amiloidogenico	   è	   ridotta	   o	   annullata.	  
Pertanto,	   al	   momento	   attuale,	   lo	   scopo	   della	   terapia	   nell'amiloidosi	   AL	   è	   diminuire	  
rapidamente	   la	  concentrazione	  delle	  catene	   leggere	  monoclonali	   circolanti	   tramite	   la	  
soppressione	   del	   sottostante	   clone	   plasmacellulare.	   Si	   capisce	   pertanto	   l’importanza	  
cruciale	  di	  un	  sistema	  affidabile	  e	  attendibile	  per	  la	  quantificazione	  delle	  FLC	  che	  possa	  
costituire	   un	   valido	   strumento	   per	   il	   monitoraggio	   dell’efficacia	   della	   terapia	  
ematologica.	  
Il	   primo	   studio	   che	   applica	   la	   tecnica	   di	   separazione	   mediante	   cromatografia	   su	  
colonna	   ad	   esclusione	  molecolare	   è	   del	   1994	   (Myatt	   EA	   et.	   Al,	   1994)	   applicando	   la	  
tecnica	   a	   FLC	   riscontrate	   nelle	   urine	   di	   pazienti	   con	   discrasie	   plasmacellulari	   e	  
verificando	  che	  una	  volta	  isolate	  andavano	  incontro	  a	  una	  associazione	  spontanea	  per	  
formare	   aggregati	   di	   grosso	   peso	   molecolare	   quando	   sottoposte	   a	   particolari	  
condizioni	   fisico	   chimiche.	   Abbiamo	   deciso	   di	   applicare	   anche	   noi	   questo	   approccio	  
poiché	   offre	   una	   buona	   capacità	   di	   separare	   le	   FLC,	   combinando	   l’opportunità	   di	  
dosarle	  con	  il	  reattivo	  specifico	  che	  nel	  frattempo	  si	  è	  reso	  disponibile.	  	  
Nell’approntare	   lo	   studio	   è	   emersa	   una	   singolare	   disparità	   di	   dosaggio	   da	   parte	   di	  
antisieri	   diretti	   verso	   diversi	   epitopi	   e	   pertanto	   riteniamo	   necessario	   approfondire	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questo	   aspetto	   poiché	   potrebbe	   condizionare	   pesantemente	   lo	   strumento	   da	  
adoperare	  per	  il	  monitoraggio	  dei	  pazienti	  trattati	  per	  l’amiloidosi.	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